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総 緒  
 
動物と細菌の進化の過程で，両者は長い時間をかけて共生関係を築い
てきた。なかでも動物の消化管に定着する常在細菌は刺胞動物門から脊
椎動物門に至る進化の過程でそれぞれの宿主の食環境等に適応しながら
共生関係を維持してきた。  
動物の消化管に生息する常在細菌による，宿主にとって有益な機能と
して，宿主由来の消化酵素では消化されない食物成分および食物に含ま
れる毒物の分解や食物中に含まれない物質の合成，すなわちビタミンの
合成 [Berg, 1996]，短鎖脂肪酸の合成，胆汁酸の分解 [Hill and Draser, 1975]
およびシュウ酸の分解等があげられる [Duncan et al. ,  2002]。一方，これら
の常在細菌に対するゼブラフィッシュの消化管粘膜の応答に関連した遺
伝子発現が哺乳綱のマウスのそれと非常に類似することから，宿主によ
る常在細菌の定着制御には進化の過程で保存されてきた基本的な宿主側
の応答機構が存在する可能性が想定されている [Rawls et al. ,  2004]。  
哺乳綱動物の消化管内における常在細菌の定着は，出生後すぐに母親
由来の細菌によって始まり，成体になると生理学的条件下における常在
細菌の組成および数がほぼ一定に保たれ [Bourlioux et al . ,  2003]，最終的に
成人では消化管内に定着する常在細菌量は 2 kg に及ぶとされている
[Fraune and Bosch, 2010]。消化管内腔に生息する常在細菌の総数や菌種構
成は，宿主側ないし常在細菌自体による様々な因子によって一定に保た
れている。すなわち，免疫応答を主体とする特異的防御機構に加えて免
疫応答に依らない非特異的防御機構が常在細菌の制御に関わるとされる
[Batt et al. ,  1996]。特異的生体防御機構には，複数の抗原に対して結合能
をもち，免疫応答を介さずに分泌される自然抗体と腸管粘膜に備わる消
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化管付属リンパ組織 (GALT)の免疫担当細胞による応答を介した免疫応答
が存在する。すなわち，消化管内腔には唾液中に含まれる IgM や IgA ク
ラスの自然抗体が存在し，常在細菌の定着を制御しているとされる
[Mestecky et al . ,  1999; Quan et al . ,  1997]。一方，GALT では，代表的なリ
ンパ組織であるパイエル板の濾胞被蓋上皮（ FAE）に存在する特殊な M
細胞が腸管内腔の抗原を取り込んだ後，プロセッシングをおこなわずに
同上皮下の樹状細胞等に抗原情報を受け渡し，一連の免疫応答を誘導す
る [Owen  et  al. ,  1986]。GALT を介した免疫応答は最終的に粘膜固有層内に
存在する形質細胞からの各種免疫グロブリンの分泌や細胞性免疫応答で
完結するとされている [Ottaway et al. ,  1979; Tomasi et al . ,  1980]。このため，
ヒトの消化管内や糞中の細菌は IgA に覆われており [Brandtzaeg et al . ,  
1968; Van der Waaij  et al. ,1996]，この IgA が細菌の上皮細胞への接着を妨
げるとされている [Williams and Gibbons, 1972]。このように，特異的生体
防御を介した常在細菌の定着制御では，自然抗体の分泌に加えて腸管内
腔に存在する常在細菌由来の抗原に対する免疫応答を誘導することによ
って，常在細菌の上皮への接着や抗原の生体内への侵入を防いでいると
される。一方，消化管内腔から取り込まれた抗原に対しては，粘膜以外
の組織では，細胞性免疫応答や液性免疫応答が抑制される，いわゆる経
口免疫寛容が誘導される [Weiner,  1997]。例えば，カサ貝のヘモシアニン
を経口的に動物に摂食させると，同抗原を皮下投与した場合に遅延型過
敏反応が抑制されるという例のように [Husby et al. ,  1994]，腸管内腔の抗
原に対しては粘膜内で免疫応答が誘導されるが，粘膜以外の部位では免
疫寛容が成立され，生体組織内で過剰な免疫応答を防ぐという非常に複
雑な特異的生体防御がおこなわれている。  
消化管内における常在細菌の定着制御に関わる非特異的生体防御とし
て，下記の防御応答がある。すなわち，消化管の全長にわたって粘膜上
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皮の表面には物理的な障壁として働く粘液層が存在しており [Pearson and 
Brownlee, 2005]，特にマウスやラットの後位の消化管では二層の粘液層が
厚く発達している [Atuma et al . ,  2001; Johansson et al. ,  2008, 2011]。すなわ
ち，マウスの結腸では，二層に分かれた粘液層のうち，常在細菌が内側
の層にみとめられないことから，これらの粘液層が細菌に対する物理的
な防御層として機能していると考えられている [Johansson et al. ,  2008, 
2011]。また，粘膜上皮細胞のすばやい細胞交代も細菌に対する重要な生
体防御であると考えられている [Pearson and Brownlee, 2005]。すなわち，
動物の消化管における細胞交代に関しては，マウス [Gordon, 1989]，ラッ
ト [Qi et al . ,  2009a, b]，ウサギ [Takeuchi and Gonda, 2004]およびニワトリ
[Spielvogel et al. ,  1972; Takeuchi et al. ,  1998, 1999]等様々な動物種におい
て研究されてきており，腸陰窩で産生された上皮細胞が粘膜表面で脱落
するまでの細胞寿命は，マウスの十二指腸で 3.3 日，空腸で 3.4 日，ラッ
トの十二指腸，空腸および回腸で 1.5 日，近位結腸で 1.3-1.8 日，中位結
腸で 1.4 日，ニワトリの盲腸で 4-5 日，ウサギの小腸で 5-6 日，近位結腸
では 4.6 日である [Cheng and Leblond, 1974; Grant and Specian, 2001; Qi et  
al. ,  2009a, b;  Takeuchi and Gonda, 2004]。他臓器との比較では，ラットの
表皮で 19.1 日 [Storey and Leblond, 1951]，口腔粘膜上皮で 14 日 [Trott and 
Gorenstein,  1963]，胃粘膜上皮で 3 日 [Stevens and Leblond, 1953]，気管粘
膜上皮で 33～ 83 日 [Blenkinsopp, 1967]，肺粘膜上皮で 8.1～ 29.4 日
[Bertalanffy and Leblond, 1953]，膀胱粘膜上皮で 33～ 64 日 [Leblond et al. ,  
1955; Leblond and Walker, 1956]および精巣の精細管で 16 日 [Roosen-Runge, 
1951]であることから，他臓器に比べて腸管の上皮細胞の細胞交代が著し
く速いことが分かる。一方，化学的な障壁としては消化管内腔に分泌さ
れる消化酵素や抗菌物質等があげられ [Batt  et al. ,  1996; Pearson and 
Brownlee, 2005]，ヒト [Cunliffe and Mahida, 2004]，ラット [Yokoo et al. ,  
 4 
2011b]，マウス [Ayabe et al . ,  2000,  2002, 2004]，アカゲザル [Tanabe et al. ,  
2004]，ヒツジ [Meyerholz et al. ,  2004]，ニワトリ [Van Dijk et al. ,  2007]やゼ
ブラフィッシュ [Oehlers et al. ,  2011]等の多くの動物で研究されている。消
化 管 内 に 分 泌 さ れ る 抗 菌 物 質 と し て ， 細 菌 の 細 胞 壁 に 含 ま れ る
peptidoglycan の N-acetylmuramic acid と N-acetylglucosamine 間の結合を分
解する lysozyme，細菌の細胞膜を分解する secretory phospholipase A2 
(sPLA2)，細菌の細胞質膜に陰イオン伝導性チャネルを形成することによ
って細菌の細胞質膜を脱分極させる α および β-defensin，細菌の鉄代謝を
阻害する lactoferrin，および複雑な過程を経て 殺菌因子として働く
complement component 等があげられる [Ahrenstedt et al. ,  1990; Andoh et al. ,  
1997; Callewaert and Michiels, 2010; Cole and Ganz, 2005; Fujita et al . ,  2002]。 
前記の非特異的生体防御が常在細菌の制御に関与する根拠となる事象
が数多く報告されてきている。すなわち，通常飼育のラットの腸管から
分泌される粘液は無菌ラットのに比べて中性ムチンが多く含まれており，
酸 性 ム チ ン が 少 な い こ と に 加 え て [Meslin et al. ,  1999; Sharma and 
Schumacher, 1995]，常在細菌数が著しく多くなる結腸の腸表面上皮細胞を
覆う粘液層が厚く，腸陰窩における細胞増殖もまた高頻度であることや
[Alam et al . ,  1994; Szentkuti et al. ,  1990]，無菌ラットに常在細菌ないし
lipopolysaccharide（LPS）を経口投与すると杯細胞数の増加や粘液中の中
性ムチンの割合が増加することが報告されている [Enss et al. ,  1996;  
Sharma et al. ,  1995]。さらに，消化管全長における常在細菌の優先的な接
着部位がアポトーシス後期の上皮細胞の脱落部位であり [Yamamoto et al . ,  
2010]，小腸では常在細菌の接着した上皮細胞が細胞骨格タンパク質を再
構成することによって常在細菌の接着部位に 4 層の防御層を形成し，細
菌を物理的に排除することが明らかにされている [ Inamoto et al. ,  2008a, 
b]。また，腸絨毛の先端を起点として常在細菌が腸絨毛の表面を腸陰窩に
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向かって増殖すると，上皮細胞の一過性の脱落亢進に起因すると考えら
れる腸絨毛の丈の減少に加えて，上皮細胞の移動速度が速くなり，常在
細菌の増殖範囲が腸絨毛間隙の深部にまで及ぶと，腸陰窩の底部に存在
するパネート細胞から lysozyme や sPLA2 等の抗菌物質が一過性に分泌さ
れることが明らかにされている [Qi et al. ,  2009a, b; Yokoo et al. ,  2011a, b]。
このように粘膜表面における常在細菌の増殖に対して上皮細胞が様々な
応答を起していることから，粘膜上皮の表面には常在細菌を認識する受
容体の存在が想定されているが [Inamoto et al. ,  2008a, b; Qi et al . ,  2009a]，
この受容体に関しては in vivo では未だ明らかにされていない。  
 近年，細菌やウイルスの構成成分である病原体関連分子パターン
(PAMPs)を認識する受容体として Toll-l ike receptor (TLR)が注目されてい
る [Akira et al . ,  2006; Gleeson et al. ,  2006; Netea et al. ,  2006]。この TLR は，
元来ショウジョウバエにおいて発見された Toll と呼ばれる受容体に相同
なタンパク質として発見された。TLR 遺伝子は海綿動物門の動物や刺胞
動物門のイソギンチャクに存在していることから [Miller et al. ,  2007;  
Wiens et al. ,  2007]，TLR 遺伝子の起源は後生動物の祖先にまで遡るとさ
れている [Leulier and Lemaitre ,  2008]。ショウジョウバエにおける Toll は，
初期発生における背腹パターンの決定に関わる受容体として発見された
が [Anderson et al . ,  1985]，菌類に対する生体防御においても重要な役割を
演じ，Toll とリガンドとの結合によって抗菌類物質である drosomycin の
産生を誘導するとされる [Lemaitre et al. ,  1996]。進化の過程で特に TLR が
重要視されている動物は，棘皮動物門のウニと頭索動物門のナメクジウ
オであり，ウニの DNA からは 222 種類，ナメクジウオの DNA からは 42
種類の TLR 遺伝子が見つかっている [Hibino et al . ,  2006; Pancer and Cooper, 
2006; Rast et al . ,  2006]。これらの動物では高度な病原体認識システムが必
要であるにもかかわらず獲得免疫が発達していないことから，これを補
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うために爆発的な TLR 遺伝子のレパートリーの拡大が起こったと考えら
れている [Leulier and Lemaitre ,  2008]。獲得免疫や補体系の発達に伴い，
TLR 遺伝子のレパートリーの拡大はみとめられなくなるが，獲得免疫の
発達した脊椎動物門の TLR は自然免疫に関わるだけでなく，獲得免疫を
誘導する上でも重要な機能を有することが知られている [Iwasaki and 
Medzhitov, 2004]。このように，TLR は生命の進化の過程で高度に保存さ
れてきたタンパク質であり，動物の種間差を超えて病原体の認識に関わ
る基本的な受容体であると考えられる。  
哺乳綱の動物では 13 種類の TLR が報告されており，このうち，細菌の
構成成分を認識する TLR に関しては，TLR-2 が細菌の細胞壁に含まれる
peptidoglycan， lipoprotein および lipoteichoic acid 等を，TLR-4 がグラム
陰性菌の細胞壁に含まれる LPS を， TLR-5 が細菌の鞭毛に含まれる
flagellin を，また TLR-9 が細菌の DNA に含まれる非メチル化 CpG DNA
を認識するとされる。免疫担当細胞に発現した TLR がそれぞれのリガン
ドを認識すると炎症性サイトカイン等の分泌を誘導し，炎症を惹起する
[Akira et al. ,  2006;  Gleeson et al. ,  2006; Netea et al. ,  2006]。  
TLR は主に樹状細胞や大食細胞等の免疫担当細胞に発現する受容体と
されているが [Akira et al. ,  2006; Gleeson et al. ,  2006; Netea et al. ,  2006]，こ
れ以外の細胞種に関しては，腸管粘膜の上皮細胞ないしはこれに由来す
る細胞株に TLR が発現することが in vitro や分子生物学的な解析によって
明らかにされている。すなわち，ヒト結腸由来細胞株 Caco-2，HT-29 お
よび T84 が TLR-2， -3 および -4 を発現すること，ヒト結腸上皮初代培養
細胞が TLR-1-9 を発現すること，マウスの小腸遠位部と結腸近位部の上
皮細胞に TLR-1-9 が発現すること，およびラットの結腸の上皮細胞に
TLR-2-5 および TLR-7-10 が発現することが明らかにされている [Abreu et 
al. ,  2001; Cario et al. ,  2000, 2002; Ikeda et al . ,  2010; Mckernan et al. ,  2009; 
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Otte  et  al . ,  2004;  Ruemmele et al . ,  2002; Terán-Ventura et al . ,  2010; Wang et 
al. ,  2010]。このことから，TLR が消化管の粘膜上皮における常在細菌の
認識に関与している可能性が想定される。しかしながら，これまで常在
細菌由来のリガンドを検知する受容体については，TLR を含めて in vivo
での研究はなされていない。一方，近年 PAMPs を認識する膜型 TLR のみ
ならず，生体組織外の分泌液等に含まれる分泌型の TLR の存在が明らか
にされてきている。すなわち，分泌型 TLR の存在に関しては，2000 年に
Iwami らによって初めてマウスの大食細胞系列の培養細胞株 RAW293 細
胞，マウス脾臓由来の初代培養大食細胞およびマウス T 細胞系列の培養
細胞株 CTLL2 および EL4 細胞に分泌型 TLR-4 が発現することが明らかに
された。その後，魚綱のヒラメ，フグおよびニジマスにおける TLR-5 や
鳥綱のニワトリにおける TLR-3 および -5 でも同様に分泌型 TLR と考えら
れる mRNA が発見されてきた [Hwang et al. ,  2010, Yilmaz et al. ,  2005]。さ
らに哺乳綱ではヒトの唾液，乳汁および血漿中に分泌型 TLR-2 が，また，
唾液中に分泌型 TLR-4 が存在することが明らかにされてきており，これ
らの報告では分泌型 TLR が膜型 TLR によるリガンドの認識を中和する作
用を有することが推察されていることから，この分泌型 TLR が膜型 TLR
を介した細菌の認識機構の調節に重要な役割を担っている可能性も想定
されている [ Iwami et al. ,  2000; Kuroishi et al . ,  2007; LeBouder et al. ,  2003; 
Zunt et al. ,  2009]。したがって，消化管粘膜における常在細菌の増殖検出
機構を十分に明らかにするためには膜型 TLR のみならず，分泌型 TLR の
消化管粘膜における局在を明らかにする必要があると考えられる。そこ
で，本研究では哺乳綱の TLR 中でも細菌の構成成分を認識する TLR-2，
-4 および -9 に着目し，第 I 章ではラット小腸の粘膜上皮における TLR-2，
-4 および -9 の発現を，さらに第 II 章ではラットの消化管付属外分泌腺に
おける TLR-2，-4 および -9 の局在を免疫組織化学的に精査するとともに，
 8 
第 III章ではラットの上行結腸における常在細菌の定着部位と TLRの発現
部位を精査し，常在細菌の増殖に対する生体防御応答に関しても明らか
にし，最終的に常在細菌の定着および増殖への制御機構の一端を TLR を
介した常在細菌の認識の観点から明らかにすることを目的とした。  
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第 I 章  
 
ラット小腸の粘膜上皮における膜型 Toll-like receptor の発現  
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I-1. 小 緒  
 
 消化管の重要な機能の一つとして，栄養素の消化・吸収があげられる。
哺乳綱では，唾液，胃液，膵液，胆汁および腸液中に含まれる種々の消
化酵素によって経口摂取された食物由来のタンパク質，炭水化物および
脂肪を低分子の栄養素に分解し，その多くが小腸において吸収される。
小腸粘膜には腸絨毛が存在しており，粘膜の表面積を拡大することによ
って効率的に栄養素を吸収すると考えられている [藤田ら，2010]。この小
腸の腸絨毛における常在細菌の基本的な定着部位は腸絨毛の先端であり，
腸絨毛の先端の上皮細胞に常在細菌が接着すると，上皮細胞は 4 層から
なる物理的防御層を接着部位に形成し，最終的に actin と myosin を再配
列することによって接着した常在細菌を排除することが明らかにされて
いる [ Inamoto et al . ,  2008a, b]。また，腸絨毛先端の上皮細胞に接着した常
在細菌が腸絨毛間隙の 10％の位置にまで増殖すると腸絨毛の長さが短く
なり，さらに深部へと増殖すると上皮細胞の移動速度が有意に速くなる
とともに，50％の位置にまで増殖するとその移動速度が最大となること，
また，常在細菌が腸絨毛間隙の深部へと増殖した場合には腸陰窩底部に
存在するパネート細胞から lysozyme や sPLA2 等の抗菌物質が分泌される
ことが明らかにされている [Qi et al. ,  2009a; Yokoo et al. ,  2011a]。このよう
に，宿主が近接する常在細菌に対して基本的な生体防御応答を惹起する
ことから，腸絨毛表面には細菌を認識する何らかの受容体が存在する可
能性が想定されている。しかしながら，生体における小腸の粘膜上皮に
おいて，常在細菌の増殖の認識に関わる受容体については明らかにされ
ていない。  
 近年，生体において細菌やウイルス等の構成成分を認識する受容体と
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して TLR が注目されている。 TLR はサイトカインの産生 [Akira et al . ,  
2006; Kawai and Akira, 2007]， β-defensin 等の抗菌物質の産生制御 [Vora et 
al. ,  2004]，細胞増殖の制御 [Li et al. ,  2010]，アポトーシスの制御 [Aliprantis 
et al. ,  1999, 2000]等生体にとって基本的な生体防御応答に関わるとされ
ている。従来 in vitro および分子生物学的な解析を用いた研究から， TLR
が粘膜上皮において細菌の認識に関わる可能性が報告されたものの
[Abreu et al . ,  2001; Cario et al . ,  2000, 2002; Ikeda et al . ,  2010; Ruemmele et 
al. ,  2002; Swerdlow et al. ,  2006]，小腸の粘膜上皮における TLR の局在は
in vivo では未だ明らかにされていない。そこで，第 I 章では，ラットの
小腸を実験モデルとして粘膜上皮における TLR-2， -4 および -9 の局在を
免疫組織化学的に精査した。  
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I-2. 材料および方法  
1）  供試動物および飼育法  
 7 週齢の Wistar 系ラットの雄 7 匹を用いた。供試動物の飼育および実
験については「神戸大学動物実験実施規則」に基づいておこなった (許可
番号： 19-05-07 および 22-05-01)。飼育条件については，室温を 23±1℃，
湿度を 50-60％に保ち，配合飼料 (ラボ MR ストック，日本農産工業，横
浜，日本 )の自由摂食および自由飲水として，午前 6 時から午後 6 時まで
の 12 時間照明とした。実験期間中，ラットには外見上の異常はみとめら
れず，健常であり，材料採取時における肉眼解剖学的所見および採取し
た臓器の組織学的所見においても異常はみとめられなかった。  
 
2）  材料採取および組織学的処理  
ラットをソムノペンチル (共立製薬，東京，日本 )の腹腔投与による深麻
酔下で安楽死させた後，胸郭の腹側を正中切開し，さらに心膜を切開し
て心臓を露出し，左心室から 4％ paraformaldehyde (PFA)固定液を灌流した。
灌流固定後，すばやく十二指腸，空腸および回腸の組織片を 4％PFA 固定
液を用いて 4℃で 6 時間浸漬固定した。  
凍結切片の作製については Barthel と Raymond (1990)の方法に準拠した。
その方法を要約して以下に記載する。  
固定後，組織片を 0.1M リン酸緩衝液（ pH 7.4;  以下 PB）による洗浄を
20 分間ずつ 3 回おこなった。次いで， 5％スクロース加 0.1M リン酸緩衝
液（ pH 7.4; 以下スクロース加 PB）に 20 分間ずつ 3 回， 10％， 12.5％，
15％スクロース加 PB にそれぞれ 30 分，20％スクロース加 PB に 1 時間浸
漬し，最後に 4℃の 20％スクロース加 PB と OCT コンパウンド (Sakura 
Finetek，California，U.S.A.)を 2： 1 の割合で混合した混合液に一晩浸漬
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した。浸漬後，溶液とともにアルミ箔製の容器中に移し，その容器を液
体窒素中の鉛塊に押し付けて急速凍結した。作製した凍結ブロックにつ
いては薄切時まで -30℃で保存した。次いで，クリオスタット (HM505E 型，
カールツァイス， Jena，ドイツ )を用いて 4 μm 厚の凍結切片を作製し，
3’-aminopropyltriethoxysilane (信越化学工業，東京，日本 )をコーティング
したスライドグラスに貼付して，使用時まで冷凍保存 (-30℃ )した。  
 
3）  免疫組織化学的染色  
前記の凍結切片を蒸留水に浸漬し，アスピレーターを用いて陰圧条件
下で切片に含まれる気泡を除去した後，0.05％の Tween20 を加えた 0.01M
リン酸緩衝液 (pH7.4，以下 0.05％T-PBS)で 3 回洗浄した。続いて 100％メ
タノールと 0.5％過酸化水素水に室温でそれぞれ 30 分間浸漬した後，
0.05％T-PBS で 3 回洗浄し，0.06％正常ブリ血清と室温で 1 時間反応させ
た。その後，100 倍希釈の抗 TLR-2，-4 および -9 抗体 (Santa Cruz Biotechnol. , 
Santa Cruz, 米国 )と室温で撹拌しながら 30 分間反応させた後， 4℃で 18
時間反応させた。反応後， 0.05％T-PBS で 3 回洗浄し， 200 倍希釈の抗ヤ
ギ IgG マウス IgG (Chemicon International , Billerica, MA，米国 )と室温で 1
時間反応させた。最後にトリス緩衝液 (pH7.6)で切片を 3 回洗浄して DAB
発色液と反応させ，メチルグリーンないしヘマトキシリン染色液で対比
染色した。実験対象切片には一次抗体の代わりに非免疫ヤギ IgG ないし
PBS を反応させた。  
 
4）  計量組織学的観察法  
 回腸の標本を用いて，常在細菌が腸絨毛間隙の深部にまで増殖してい
る部位と常在細菌が本来の定着部位である腸絨毛先端のみに限局して存
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在する部位の 2 箇所からそれぞれ無作為に 40 本の腸絨毛を選び出し，そ
れぞれの部位において腸絨毛先端に TLR-2 陰性上皮細胞の存在する腸絨
毛の割合を算出した。さらに TLR-2 陰性上皮細胞の存在する腸絨毛と存
在しない腸絨毛を無作為に 30 本選び出し，腸絨毛先端に常在細菌の接着
がみられる腸絨毛の割合を算出した。  
 計測値を平均値±標準偏差として表示した。統計学的解析には Pearson
の χ 二乗検定を用いた。P の値が 0.05 未満の場合を有意とした。  
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I-3. 結 果  
 
1）  十二指腸粘膜における各種 TLR の発現  
a)  TLR-2 
TLR-2 は腸絨毛基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条縁で
陽性を示した。線条縁における陽性強度は腸絨毛の基部では弱く，中部
から頂部では強かった。一部の腸絨毛の先端には線条縁が TLR-2 陰性を
示す上皮細胞群がみとめられた。腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の遊離
縁側の細胞質に TLR-2 膜陽性の空胞が散見された (図 1a-c)。腸絨毛の先
端には，線条縁が陽性を示しかつ空胞を有する上皮細胞，線条縁が陰性
を示し，かつ空胞を有する上皮細胞，線条縁が陽性を示し，かつ空胞を
有さない上皮細胞および線条縁が陰性を示し，かつ空胞を有さない上皮
細胞がみとめられた。また，上皮内リンパ球に陽性はみられなかった。  
粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質にまれに陽性がみとめら
れた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
b)  TLR-4 
TLR-4 は腸絨毛基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条縁で
陽性を示したが，上皮細胞の中には線条縁が陰性を示す上皮細胞が散見
された。線条縁の陽性頻度は腸絨毛基部で低く，先端に向かうにつれて
高くなった。また，TLR-4 陽性を示す顆粒状物質が腸絨毛頂部の絨毛円
柱上皮細胞の遊離縁側の細胞質，細胞間隙および毛細血管内腔に多くみ
とめられた (図 2a-d)。また，上皮内リンパ球に陽性はみられなかった。  
粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質にまれに陽性がみとめら
れた。さらに，中心リンパ管の内皮細胞にも陽性がみとめられた。その
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他の組織構成要素は陰性であった。  
 
c)  TLR-9 
TLR-9 は腸絨毛基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条縁で
陽性を示した。線条縁における陽性強度は腸絨毛基部から頂部に向かう
につれて強くなった。一部の腸絨毛の先端には線条縁が TLR-9 陰性を示
す上皮細胞群がみとめられた (図 2e)。また，上皮内リンパ球に陽性はみ
られなかった。  
粘膜固有層の遊走細胞の細胞質にまれに陽性がみとめられた。その他
の組織構成要素は陰性であった。  
 
2）  空腸粘膜における各種 TLR の発現  
a)  TLR-2 
TLR-2 は腸絨毛基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条縁で
陽性を示した。線条縁における陽性強度は腸絨毛基部で弱かったが，中
部から頂部では強かった。一部の腸絨毛の先端には線条縁が TLR-2 陰性
を示す上皮細胞群がみとめられた。腸絨毛の頂部の絨毛円柱上皮細胞の
遊離縁側の細胞質に TLR-2 膜陽性の空胞が散見された。この TLR-2 膜陽
性空胞の大きさは十二指腸に比べて大きかった (図 3a-c)。腸絨毛の先端に
は，線条縁が陽性を示し，かつ空胞を有する上皮細胞，線条縁が陰性を
示し，かつ空胞を有する上皮細胞，線条縁が陽性を示し，かつ空胞を有
さない上皮細胞および線条縁が陰性を示し，かつ空胞を有さない上皮細
胞がみとめられた。また，上皮内リンパ球に陽性はみられなかった。  
粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質に陽性がまれにみとめら
れた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
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b)  TLR-4 
TLR-4 は一部の腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の線条縁でまれに陽性
を示したが，ほとんどの腸絨毛の絨毛円柱上皮細胞の線条縁で陰性であ
った (図 4a)。また，十二指腸と同様に TLR-4 陽性を示す顆粒状物質が腸
絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の遊離縁側の細胞質，細胞間隙および毛細
血管内腔にみとめられた。また，上皮内リンパ球に陽性はみられなかっ
た。  
粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質に陽性が中程度の頻度で
みとめられた。粘膜固有層の遊走細胞の細胞質には微細な TLR-4 陽性顆
粒状物質がみとめられた。さらに，中心リンパ管の内皮細胞にも陽性が
みとめられた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
c)  TLR-9 
TLR-9 は一部の腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の線条縁でまれに陽性
を示したが，ほとんどの腸絨毛の絨毛円柱上皮細胞の線条縁で陰性であ
った (図 4b)。また，上皮内リンパ球に陽性はみられなかった。  
粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質に陽性が低頻度でみとめ
られた。粘膜固有層内の毛細血管ないし中心リンパ管の内皮細胞に陽性
はみられなかった。その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
3）  回腸粘膜における各種 TLR の発現  
a)  TLR-2 
TLR-2 は腸絨毛基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条縁で
陽性を示した。線条縁における陽性強度は腸絨毛基部では弱く，中部か
ら頂部では強かった。一部の腸絨毛の先端には線条縁が TLR-2 陰性を示
す上皮細胞群がみとめられた (図 5a-b)。TLR-2 陰性上皮細胞の存在する腸
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絨毛の割合は，常在細菌の増殖がみられない部位に比べて常在細菌が過
度に増殖している部位で有意に高かった (図 6a)。さらに，絨毛円柱上皮
細胞への常在細菌の接着は， TLR-2 陰性上皮細胞の存在しない腸絨毛に
比べて TLR-2 陰性上皮細胞の存在する腸絨毛において有意に高頻度であ
った (図 6b)。腸絨毛の頂部の絨毛円柱上皮細胞の遊離縁側の細胞質には
TLR-2 膜陽性の空胞が散見された。この TLR-2 膜陽性空胞は十二指腸お
よび空腸に比べてより低頻度であった (図 5c)。腸絨毛の先端には，線条
縁が陽性を示し，かつ空胞を有する上皮細胞，線条縁が陰性を示し，か
つ空胞を有する上皮細胞，線条縁が陽性を示し，かつ空胞を有さない上
皮細胞および線条縁が陰性を示し，かつ空胞を有さない上皮細胞がみと
められた。また，上皮内リンパ球に陽性はみられなかった。  
粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質に陽性がまれにみとめら
れた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
b)  TLR-4 
TLR-4 は一部の腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の線条縁でまれに陽性
を示したが，ほとんどの腸絨毛の絨毛円柱上皮細胞の線条縁で陰性であ
った (図 7a)。また，十二指腸や空腸と同様に TLR-4 陽性を示す顆粒状物
質が腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の遊離縁側の細胞質，細胞間隙およ
び毛細血管内腔にまれにみとめられ，腸絨毛基部の絨毛円柱上皮細胞の
遊離縁側の細胞質および細胞間隙にもごくまれにみとめられた。また，
上皮内リンパ球に陽性はみられなかった。  
粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質に陽性がまれにみとめら
れた。さらに，中心リンパ管の内皮細胞にも陽性がみとめられた。その
他の組織構成要素は陰性であった。  
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c)  TLR-9 
TLR-9 は一部の腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の線条縁でまれに陽性
を示したが，ほとんどの腸絨毛の絨毛円柱上皮細胞の線条縁では陰性で
あった (図 7b)。また，上皮内リンパ球に陽性はみられなかった。  
粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質に陽性がまれにみとめら
れた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
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I-4. 考 察  
 
１．十二指腸における TLR 発現の意義について  
 動物の前位消化管には大量の常在細菌が生息しており，舌の糸状乳頭
の背面，食道および胃無腺部の角質層表面に広く接着している [Brady et 
al . ,  1975; Kaster and Cameron, 1978; Yamamoto et al. ,  2009]。小腸では常在
細菌は腸絨毛の先端に接着しており [Yamamoto et al . ,  2009]，小腸におけ
る常在細菌数は，十二指腸から空腸にかけては少ないが，回腸では多く
なる [Berg, 1996]。また，下位の小腸の粘膜にはパイエル板等のリンパ小
節が発達しており，腸粘膜上で増殖する常在細菌をモニタリングしてい
る可能性が想定されているのに対し，ラットの前位消化管粘膜にはリン
パ小節が存在しない [Koornstra et al. ,  1993; Yamamoto et al. ,  2009]。本章で
の観察結果から，常在細菌の多く生息する回腸では TLR-2 のみが絨毛円
柱上皮細胞の線条縁で陽性を示したのに対し，常在細菌の少ない十二指
腸では TLR-2，-4 および -9 が絨毛円柱上皮細胞の線条縁で陽性を示した。
このことから，十二指腸の絨毛円柱上皮細胞の細胞膜に発現した TLR が
前位消化管から十二指腸へと流入する細菌由来のリガンドを認識するこ
とによって，前位消化管に生息する常在細菌の増殖をモニタリングして
いる可能性が推察された。  
 
２．空回腸における TLR 発現の意義について  
 ラットの小腸における常在細菌の優先的な接着部位は腸絨毛および
FAE の先端であり，腸絨毛の先端に接着した常在細菌は腸絨毛間隙の深
部へと増殖していく [Chin et al. ,  2006, 2007; Inamoto et al. ,  2008a, b;  
Yamamoto et al. ,  2009]。従来腸絨毛間隙における常在細菌の増殖にともな
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って様々な生体防御機構が働くことが明らかにされてきている。すなわ
ち，常在細菌が腸絨毛の先端から腸絨毛間隙の 10％の位置まで増殖する
と，腸絨毛の長さが短くなり，絨毛円柱上皮細胞の移動速度が常在細菌
の増殖に伴って増加して腸絨毛間隙の 50％の位置にまで達すると最大に
なることが明らかにされている [Qi et al. ,  2009a]。さらに，常在細菌が腸
絨毛間隙の深部へと増殖すると，腸陰窩底部に存在するパネート細胞か
ら lysozyme や sPLA2 等の抗菌物質が分泌されることが明らかにされてい
る [Yokoo et al. ,  2011a]。これらのことから，腸絨毛の表面には常在細菌由
来の物質を認識するための受容体が存在している可能性が想定される。
今回の研究において，TLR-2 が小腸の全域にわたって腸絨毛の基部から
頂部の絨毛円柱上皮細胞の線条縁に存在していた。このことから，腸絨
毛の表面に発現した TLR-2 が小腸の粘膜上に定着した常在細菌の増殖を
モニタリングしている可能性が推察された。  
 粘膜表面のリガンドを認識する細菌の接着因子が複数報告されている。
すなわち，Yersinia の外膜表面に発現するタンパク質である invasin およ
び Escherichia coli の外膜表面に発現するタンパク質である intimin は宿主
の細胞接着因子である integrin に特異的に結合する [Isberg et al. ,  1995; 
Frankel et al . ,  1996]。また，種々の細菌に発現するレクチンである adhesin
は，宿主の腸管粘膜表面に発現する多糖類と結合する [Mouricout and 
Védrine,  2000]。ラットの小腸では常在細菌の定着部位である腸絨毛先端の
上皮細胞の脱落部位に特異的な糖が発現しており，これらの糖が常在細
菌の接着リガンドになりうる可能性が考えられている [Chin et al. ,  2007;  
Yamamoto et al. ,  2010]。本章での観察結果から，小腸の全長にわたって一
部の腸絨毛の先端には TLR-2 を欠損する上皮細胞群が存在するとともに，
TLR-2 陰性上皮細胞の存在する腸絨毛の割合が常在細菌の増殖がみられ
ない部位に比べて，常在細菌が過度に増殖している部位で有意に高かっ
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た。さらに，絨毛円柱上皮細胞への常在細菌の接着は TLR-2 陰性上皮細
胞の存在しない腸絨毛に比べて TLR-2 陰性上皮細胞の存在する腸絨毛に
おいて有意に高頻度でみとめられた。これらのことから，腸絨毛先端の
上皮細胞では，TLR-2 が欠損していることも常在細菌の接着の許容に貢
献していることが示唆された。  
 
３．TLR-4 陽性の顆粒状物質について  
 腸絨毛の上皮細胞は食餌あるいは細菌由来の外来抗原に常時曝されて
おり，アミノ酸，単糖類および脂肪酸等消化された様々な低分子の栄養
素を吸収している。腸絨毛の上皮細胞は分解されていない高分子の食餌
由来物質を吸収しないとされてきたが，この定説に反して多くの研究者
が persorption と呼ばれる現象を報告している [Herbst,  1844; Hillyer and 
Albrecht, 2001; Husby et al. ,  1986; Kitagawa et al . ,  2003; McLean and Ash, 
1986, 1987, 1990; Takeuchi et al. ,  2004; Udall et al. ,  1981; Volkheimer, 1974, 
1977; Volkheimer and Shulz,  1968; Volkheimer et al . ,  1968, Wells et al. ,  1988; 
Yuji  et al. ,  2006, 2007, 2012]。すなわち，腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞
は，食餌由来物質に対する特異抗体と IgG に対する膜受容体を介して高
分子や粒子等を腸管内腔から取り込み，門脈血中へと輸送するとされて
いる。さらに，腸絨毛の上皮細胞は食餌由来の栄養素のみならず， LPS
等の細菌由来の構成成分も吸収するとされている [Ghoshal  et al. ,  2009; 
Jacob et al . ,  1977]。さらに，唾液中には分泌型 TLR-4 が存在しており，
LPS を中和することが報告されている [Zunt  et al . ,  2009]。加えて，本章に
おける観察結果から，TLR-4 陽性の顆粒状物質が特に腸絨毛頂部の腸管
上皮細胞の遊離縁側の細胞質，細胞間隙および毛細血管内腔でみとめら
れた。これらのことから，分泌型 TLR-4 と LPS の複合体と考えられる
TLR-4 陽 性 の 顆 粒 状 物 質 は ， 腸 管 内 腔 か ら 上 皮 下 の 毛 細 血 管 へ と
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persorption される可能性が考えられた。  
 24 
I-5. 小 括  
 
 ラット小腸の粘膜上皮において常在細菌の増殖をモニタリングする可
能性が考えられる TLR の局在を免疫組織化学的に精査した。  
その結果，十二指腸では腸絨毛基部から頂部にかけての上皮細胞の線
条縁において TLR-2， -4 および -9 が陽性を示したことから，十二指腸の
腸絨毛では絨毛円柱上皮細胞の細胞膜に発現した TLR-2， -4 および -9 が
前位消化管から流入する細菌由来のリガンドを認識することによって，
前位消化管に生息する常在細菌の増殖をモニタリングしている可能性が
推察された。また，空腸および回腸では腸絨毛の基部から頂部の上皮細
胞の線条縁で TLR-2 のみが陽性を示した。このことから， TLR-2 が小腸
全長にわたって，粘膜上に定着した常在細菌の増殖をモニタリングして
いる可能性が推察された。さらに，小腸全長にわたって，一部の腸絨毛
の先端には線条縁が TLR-2 陰性を示す上皮細胞群が散見され，この TLR-2
陰性上皮細胞の存在する腸絨毛の割合は常在細菌の増殖がみられない部
位に比べて，常在細菌が過度に増殖している部位で有意に高かった。加
えて，絨毛円柱上皮細胞への常在細菌の接着は TLR-2 陰性上皮細胞の存
在しない腸絨毛に比べて TLR-2 陰性上皮細胞の存在する腸絨毛で有意に
高頻度であった。これらのことから，腸絨毛先端の絨毛円柱上皮細胞に
おける TLR-2 の欠損が常在細菌の定着に貢献していることが示唆された。
また，腸絨毛先端の上皮細胞の遊離縁側の細胞質，細胞間隙および毛細
血管内腔に TLR-4 陽性の顆粒状物質がみとめられたことから，分泌型
TLR-4-LPS 複合体と考えられる TLR-4 陽性の顆粒状物質は腸管内腔から
上皮下の毛細血管へと persorption される可能性が考えられた。  
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第 II 章  
 
ラットの消化管付属外分泌腺からの分泌型 Toll-like receptor の
分泌  
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II-1. 小 緒  
 
 動物の消化管内における常在細菌の定着は，出生後すぐに母親由来の
常在細菌を起源として始まり，成体になると生理学的条件下では常在細
菌の組成および数ともに一定に保たれるとされる [Bourlioux et al. ,  2003]。
常在細菌の定着の仕組みに関してはいまだ十分には解明がなされていな
いが，ラットでは消化管の最内腔側の粘膜上皮表面が常在細菌の定着場
所であり，小腸では腸絨毛の先端に接着した常在細菌を起点として腸絨
毛の間隙の深部へと常在細菌が増殖する。腸絨毛の先端には特異的な糖
の発現がみとめられており，常在細菌がこれらの糖を介して粘膜上皮へ
と接着している可能性が考えられている [Chin et al. ,  2006; Yamamoto et 
al. ,  2009, 2010]。第 I 章では，この常在細菌の定着制御に関して小腸粘膜
上皮における TLR の発現部位を明らかにし，TLR-2 が小腸に定着する常
在細菌の増殖の検知に重要な役割を担っている可能性が推察された。し
かしながら，小腸の食ビ中ないしは粘液層内には大量の常在細菌が絶え
ず生息しているにも関わらず [Yamamoto et al. ,  2009]，常在細菌の増殖に
対する生体防御応答は常在細菌が過度に増殖した場合にしか起こらない
ことから [Qi  et al. ,  2009a; Yokoo et al. ,  2011a]，粘液層内の常在細菌由来の
TLR のリガンドの量がある閾値を超えないと膜型 TLR を刺激することが
できない仕組みの存在が想定される。近年，分泌型 TLR の存在が明らか
にされ，この分泌型 TLR が膜型 TLR によるリガンドの認識を緩和する可
能性が報告されているが [Kuroishi  et al. ,  2007; LeBouder et al . ,  2003; 
Srinivasan et al., 2008; Zunt et al . ,  2009]，消化管における分泌型 TLR の分泌部
位等についてはほとんど明らかにされていない。このため，消化管粘膜
上皮における TLR を介した常在細菌の増殖を検知する仕組みを十分に明
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らかにするためには膜型 TLR の発現部位のみならず，消化管内への分泌
型 TLR の分泌部位についても in vivo で明らかにする必要がある。また，
第 I 章ではグラム陰性菌由来の LPS を認識する TLR-4 が空回腸の腸絨毛
では欠如しており，グラム陽性菌に豊富に存在する peptidoglycan を認識
する TLR-2 が小腸全域の腸絨毛で発現することを明らかにした。このこ
とから小腸における TLR を介した認識機構では，グラム陽性菌と陰性菌
の検知し易さに差異が存在する可能性が想定され，実際に小腸は前位消
化管のグラム陽性菌優位が大腸のグラム陰性菌優位へと変化する部位で
あることが明らかにされている [Yokoo et al. ,  2011a]，しかしながら，小腸
においてグラム陰性菌が生存し易いか否かに関する直接的な証拠は未だ
得られていない。そこで，第 II 章では，ラット消化器系における TLR の
分泌部位を特定し，消化管粘膜上皮における常在細菌の検知機構への分
泌型 TLR の関与を明らかにするため，消化管付属外分泌腺における TLR
の局在を免疫組織化学的に精査するとともに，小腸に備わる TLR 発現の
意義について考察するために，腸絨毛間隙に増殖する常在細菌のグラム
染色性状を併せて定量組織学的に調べた。  
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II-2. 材料および方法  
 
1）  供試動物および飼育法  
 7 週齢の Wistar 系ラットの雄 10 匹を用いた。供試動物の飼育等に関し
ては第 I 章と同様であるため省略する。  
 
2）  材料採取および組織学的処理  
免疫組織化学用の試料採取に関して， 10 匹のラットをソムノペンチル
(共立製薬 )の腹腔投与による深麻酔下で安楽死させた後，胸郭の腹側を正
中切開し，さらに心膜を切開して心臓を露出し，左心室から 4％PFA 固定
液を灌流した。灌流固定後，5 匹のラットからは免疫組織化学的染色用試
料として消化管全長および消化管に付随する分泌腺をすばやく取り出し，
耳下腺，下顎腺，舌下腺，眼窩外涙腺，ハーダー腺，舌，胃腺部，肝臓，
膵臓，十二指腸，空腸，回腸，盲腸，上行結腸，下行結腸および直腸に
分け，さらに他の 5 匹のラットからはグラム染色用の試料として回腸の
みを摘出し，組織片を 4％PFA 固定液で 6 時間浸漬固定した。  
免疫組織化学用試料については，第 I 章と同様に Barthel と Raymond 
(1990)の方法に準じて凍結ブロックを作製し，クリオスタット (HM505E
型 ， カ ー ル ツ ァ イ ス ) を 用 い て 4 μm 厚 の 凍 結 切 片 を 作 製 し ，
3’-aminopropyltriethoxysilane (信越化学工業 )をコーティングしたスライ
ドグラスに貼付して使用時まで冷凍保存 (-30℃ )した。  
グラム染色用の試料は， 0.1M PB（ pH7.4）による洗浄を 20 分間ずつ 3
回おこなった後，70％，80％，90％および 95％エタノールに 20 分間ずつ
浸漬し，さらに 100％エタノールに 1 時間ずつ 2 回浸漬して， 100％エタ
ノールに一晩浸漬した。次いで 20 分間ずつ 3 回キシレンに浸漬して透徹
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をおこない，HISTOSEC（融点 56～ 58℃；MERCK 社，ドイツ）と純パラ
フィン（融点 56～ 58℃；MERCK 社）を 1:1 に混合したパラフィンに 20
分間ずつ 3 回浸漬した後，同パラフィンに包埋した。これを滑走式ミク
ロトーム（ Leica SM2000R 型，Leica Microsystems 社，ドイツ）を用いて
4 μm 厚 の パ ラ フ ィ ン 切 片 に 薄 切 し た 。 薄 切 後 ，  
3’-aminopropyltriethoxysilane (信越化学工業 )をコーティングしたスライ
ドグラスに貼付した。  
 
3）  免疫組織化学的染色  
 第 I 章と同様の方法を用いて，前記の凍結切片に 0.06％正常ヘビ血清と
室温で 1 時間反応させた後， 100 倍希釈の抗 TLR-2， -4 および -9 ヤギ抗
体を一次抗体とし， 300 倍希釈の抗ヤギ IgG マウス IgG (Chemicon 
International)ないし 200 倍希釈の抗ヤギ IgG ロバ IgG (Bethyl Laboratory,  
Montgomery, TX，米国 )を二次抗体として染色した。  
 
4）  グラム染色法  
 上記のパラフィン切片を脱パラフィン後，グラム氏染色第 1 液（石炭
酸ゲンチアナ紫液；武藤化学，東京，日本）と室温で 2 分間反応させた。
その後，蒸留水で洗浄してグラム氏染色第 2 液（ルゴール液；武藤化学）
と室温で 1 分間反応させ，蒸留水で洗浄した。次に 100％エタノールに切
片を 50 秒間浸漬して脱色した後に蒸留水で洗浄し，グラム氏染色第 3 液
（チール 10 倍希釈液；武藤化学）と室温で 1 分間反応させた。その後，
蒸留水で洗浄してアセトンで脱水し，封入した。  
 グラム染色の陽性および陰性対照として，寒天培地にて培養された枯
草菌コロニ （ーグラム陽性菌）および大腸菌コロニー（グラム陰性菌）（神
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戸大学大学院農学研究科  河野  潤一教授より供与）をラットの組織に対
しておこなった方法と同様の方法で固定およびパラフィン切片作製をお
こなった。  
 
5）  グラム陽性および陰性菌のコロニー数の定量組織学的観察法  
 グラム陽性菌および陰性菌数の計測については，油浸レンズ（ 100 倍）
を装着した光学顕微鏡下でおこなった。回腸の腸絨毛間隙を頂部，中部
および基部の 3 部位に分け，それぞれの部位から 40 箇所を無作為に選出
して，箇所毎におけるグラム陽性ないし陰性菌のコロニー数を計測した。
最終的にそれぞれの部位におけるグラム陽性ないし陰性菌のコロニー数
の平均値を 5 匹のラットから算出した。  
 
6）  統計学的解析法  
 回腸におけるグラム陽性菌および陰性菌のコロニー数を平均値±標準
偏差で示した。さらに，それぞれの腸絨毛間隙の部位間におけるグラム
陽性菌および陰性菌のコロニー数の比較には Mann-Whitneyの U 検定を用
いた。有意水準は P＜ 0.05 とした。  
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II-3. 結 果  
 
消化管付属外分泌腺における TLR の分布については，消化管の前位か
ら後位に向かって TLR ごとに分け，以下に記載する。  
 
1）耳下腺における各種 TLR の分布  
a）TLR-2 
 腺房細胞は TLR-2 陰性であったが，介在導管の一部の上皮細胞の遊離
縁側の細胞膜が弱陽性を示すとともに，細胞質が顆粒状ないし小胞状の
陽性を示した (図 8a)。線条導管の一部の導管上皮細胞が遊離縁側の細胞
膜で弱陽性を示したが，基底側の細胞膜および細胞質は陰性であった。
導管の内腔は陰性であった。また，一部の毛細血管の内皮細胞で陽性が
みとめられたが，その他の組織構成要素に陽性はみられなかった。  
 
b）TLR-4 
 腺房細胞および介在導管は TLR-4 陰性であったが，線条導管の一部の
上皮細胞では遊離縁側および基底側の細胞膜で弱陽性を示すとともに，
細胞質で微顆粒状の陽性を示した (図 8b)。導管の内腔は TLR-4 陰性であ
った。また，ごく一部の毛細血管の内皮細胞および一部の遊走細胞の細
胞膜が TLR-4 陽性であったが，その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
c）TLR-9 
 腺房細胞は TLR-9 陰性であったが，介在導管では一部の上皮細胞の遊
離縁側の細胞膜が弱陽性を示すとともに，細胞質が顆粒ないしは小胞状
の陽性を示した (図 8c)。線条導管の一部の上皮細胞では，遊離縁側の細
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胞膜が弱陽性を示したが，基底側の細胞膜および細胞質は陰性であった。
また，導管の内腔およびその他の組織構成要素は陰性であった。  
 
2）下顎腺における各種 TLR の分布  
 すべての TLR が，漿液細胞，粘液細胞，導管上皮細胞および導管内腔
の内容物で陰性であった。また，TLR-2 のみが一部の毛細血管の内皮細
胞で陽性を示したが，その他の組織構成要素や TLR では陰性であった。  
 
3）舌下腺における各種 TLR の分布  
a）TLR-2 
 一部の粘液細胞の分泌顆粒が TLR-2 陽性を示した (図 9a)。線条導管の
上皮細胞の遊離縁側の細胞膜が弱陽性であったが，基底側の細胞膜およ
び細胞質は陰性であり，導管内腔の内容物も陰性であった。また，一部
の毛細血管の内皮細胞が陽性を示したが，その他の組織構成要素は陰性
であった。  
 
b）TLR-4 
 粘液細胞は TLR-4 陰性で，線条導管の一部の上皮細胞の細胞質は微顆
粒状に陽性を示したが，遊離縁側および基底側の細胞膜は陰性であった
(図 9b)。導管内腔の内容物は陰性であった。また，一部の毛細血管の内
皮細胞および一部の遊走細胞に陽性がみとめられたが，その他の組織構
成要素は陰性であった。  
 
c）TLR-9 
 一部の粘液細胞の分泌顆粒が TLR-9 弱陽性を示した (図 9c)。線条導管
の一部の上皮細胞の遊離縁側の細胞膜が弱陽性であったが，基底側の細
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胞膜および細胞質は陰性であった。導管内腔の内容物およびその他の組
織構成要素は陰性であった。  
 
4）味腺における各種 TLR の分布  
 すべての TLR が一部の漿液細胞の分泌顆粒および導管上皮細胞の遊離
縁側の細胞膜で陽性を示した (図 10a-c)。一部の導管上皮細胞の細胞質に
は小胞状の陽性がみとめられるとともに，導管内腔の内容物が陽性を示
した。また，TLR-2 および -4 は一部の毛細血管の内皮細胞で陽性を示し
たが，TLR-9 は毛細血管では陰性であり，その他の組織構成要素もまた
すべての TLR で陰性であった。  
 
5）後舌腺における各種 TLR の分布  
 すべての TLR が，粘液細胞，導管上皮細胞および導管内腔の内容物で
陰性であった。また，TLR-2 および -4 は一部の毛細血管の内皮細胞で陽
性を示したが，TLR-9 は毛細血管では陰性であり，その他の組織構成要
素もまたすべての TLR で陰性であった。  
 
6）眼窩外涙腺における各種 TLR の分布  
 すべての TLR が漿液細胞の分泌顆粒で陽性を示すとともに，導管上皮
細胞の遊離縁側の細胞膜で陽性を示した (図 11a-c)。一部の導管上皮細胞
の細胞質には顆粒状の陽性がみとめられた。導管内腔の内容物は陰性で
あった。また，TLR-2 が一部の毛細血管の内皮細胞で陽性を示したが，
その他の組織構成要素は陰性であった。TLR-4 および -9 は腺房細胞およ
び導管を除くすべての構成要素で陰性であった。  
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7）ハーダー腺における各種 TLR の分布  
a）TLR-2 
 漿液細胞が TLR-2 陰性であったが，一部の腺腔の内容物では陽性がみ
とめられた (図 12a)。また，一部の毛細血管の内皮細胞が陽性を示したが，
その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
b）TLR-4 
 一部の腺房細胞の分泌顆粒周囲の細胞膜が TLR-4 陽性を示すとともに，
一部の腺腔の内容物が弱陽性を示した (図 12b, c)。また，一部の毛細血管
の内皮細胞が陽性を示したが，その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
c）TLR-9 
漿液細胞は TLR-9 陰性であったが，一部の腺腔の内容物は陽性を示し
た (図 12d)。また，ごく一部の毛細血管の内皮細胞が陽性を示したが，そ
の他の組織構成要素は陰性であった。  
 
8）胃底腺における各種 TLR の分布  
a）TLR-2 
 胃底腺底部の主細胞の遊離縁側の細胞膜が TLR-2 陽性を示すとともに，
腺腔の内容物も陽性を示した (図 13a)。その他の上皮細胞および腺体部か
ら腺頚部にかけての腺腔の内容物には陽性はみとめられなかった。また，
一部の毛細血管ないしはリンパ管の内皮細胞に陽性がみとめられたが，
その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
 35 
b）TLR-4 
 胃底腺底部の主細胞が TLR-4 陰性であったが，腺体部の一部の主細胞
の分泌顆粒が陽性を示した (図 13b)。腺底部から腺頚部までの壁細胞，頚
粘液細胞および腺腔の内容物に陽性はみられなかった。また，一部の毛
細血管ないしリンパ管の内皮細胞に陽性がみとめられたが，その他の組
織構成要素は陰性であった。  
 
c）TLR-9 
 TLR-9 の分布は TLR-4 と同様であった (図 13c)。  
 
9）胃表面上皮細胞における各種 TLR の分布  
 すべての TLR が胃表面上皮細胞の分泌顆粒で陰性であったが，一部の
上皮細胞の細胞質および上皮下の結合組織では TLR-4 陽性の顆粒状物質
がみとめられた。また，その他の組織構成要素では TLR-2 および -9 は陰
性であった。  
 
10）膵臓における各種 TLR の分布  
a）TLR-2 
 腺房細胞，導管上皮細胞および導管内腔の内容物に TLR-2 の陽性はみ
られなかったが，一部の腺腔の内容物が陽性を示した (図 14a)。また，一
部の毛細血管の内皮細胞に陽性がみとめられたが，その他の組織構成要
素は陰性であった。  
 
b）TLR-4 
 腺房細胞，導管上皮細胞および導管内腔の内容物に TLR-4 の陽性はみ
られなかったが，ごく一部の腺腔の内容物には陽性がみとめられた (図
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14b)。また，一部の毛細血管の内皮細胞に陽性がみとめられたが，その他
の組織構成要素は陰性であった。  
 
c）TLR-9 
 TLR-9 の分布は TLR-4 と同様であった (図 14c)。  
 
11）十二指腸腺における各種 TLR の分布  
 すべての TLR が腺房細胞および腺腔の内容物で陰性であった。  
 
12）肝臓における各種 TLR の分布  
a）TLR-2 
 TLR-2 は肝細胞，胆管上皮，胆管内腔の内容物で陰性であり，この他
の組織構成要素も陰性であった。  
 
b）TLR-4 
 肝細胞の細胞質が微顆粒状の TLR-4 陽性を示し，一部の肝細胞では陽
性顆粒が洞様毛細血管に面する細胞質に集積していた。胆管上皮および
胆管内腔の内容物に陽性はみられなかった。一部の星状大食細胞の細胞
膜や細胞質に陽性がみとめられた (図 15a, b)。その他の組織構成要素は陰
性であった。  
  
c）TLR-9 
 一部の肝細胞の細胞質がビ慢性の TLR-9 陽性を示したが，胆管上皮お
よび胆管内腔の内容物に陽性はみられなかった (図 15c)。一部の星状大食
細胞の細胞膜に陽性がみとめられた。その他の組織構成要素は陰性であ
った。  
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13）小腸腸陰窩における各種 TLR の分布  
a）TLR-2 
 小腸の全長にわたって腸陰窩を構成する未分化上皮細胞の線条縁に
TLR-2 陽性がみとめられるとともに，腸陰窩内腔の内容物にも陽性がみ
とめられた。未分化上皮細胞および腸陰窩内腔の内容物の陽性は，十二
指腸に比べて空腸および回腸でより頻繁にみとめられた。一方，パネー
ト細胞，杯細胞および上皮内リンパ球は陰性であった (図 16a-c)。粘膜固
有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質にまれに陽性がみとめられた。そ
の他の組織構成要素は陰性であった。  
 
b）TLR-4 
 小腸全長にわたって腸陰窩を構成する未分化上皮細胞の線条縁に
TLR-4 陽性がみとめられるとともに，腸陰窩内腔の内容物にも陽性がみ
とめられた。未分化上皮細胞の陽性は回腸および空腸に比べて十二指腸
でより頻繁にみられた。さらに，空腸および回腸の腸陰窩では一部のパ
ネート細胞の分泌顆粒に TLR-4 陽性がまれにみとめられたが，パネート
細胞の分泌顆粒の陽性は空腸に比べて回腸で頻繁にみとめられた。回腸
の常在細菌が過度に増殖していない部位ではパネート細胞の細胞質全体
に TLR-4 陽性の分泌顆粒がみとめられたのに対し，常在細菌が過度に増
殖した部位では TLR-4 陽性の分泌顆粒の減少と TLR-4 膜陽性の空胞がみ
とめられた (図 17a-d)。小腸全長にわたって杯細胞および上皮内リンパ球
は陰性であった。粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細胞質に陽性が
まれにみとめられた。さらに，毛細血管および中心リンパ管の内皮細胞
にも陽性がみとめられた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
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c）TLR-9 
 3 個体の小腸の全長にわたって一部の未分化上皮細胞の線条縁および
腸陰窩内腔の内容物が TLR-9 陽性であったが， 2 個体においては陰性で
あった。すべての個体においてパネート細胞，杯細胞および上皮内リン
パ球は陰性であった (図 18a-c)。粘膜固有層の遊走細胞の細胞膜および細
胞質に陽性がまれにみとめられたが，その他の組織構成要素は陰性であ
った。  
 
14）大腸腸陰窩における各種 TLR の分布  
 腸陰窩の一部の未分化上皮細胞の線条縁および杯細胞の分泌顆粒がす
べての TLR で陽性を示した。未分化上皮細胞の陽性強度は盲腸では中程
度であったが，上行結腸から直腸にかけては弱かった。TLR 陽性杯細胞
は，盲腸では腸陰窩全体に局在していたが，上行結腸では腸陰窩の底部
に限局しており，下行結腸および直腸では腸陰窩の開口部付近にみとめ
られた。また，TLR 陽性杯細胞は，盲腸で最も頻繁にみとめられ，上行
結腸の粘膜ヒダ頂部，下行結腸および直腸に比べて上行結腸の粘膜ヒダ
基部およびヒダ間で頻繁にみとめられた (図 19-21)。  
 
すべての対照切片で陽性反応はみとめられなかった。  
 以上，第 II 章における主要な所見を図 22 にまとめた。  
 
15）回腸の腸絨毛間隙におけるグラム陽性 /陰性菌の分布  
回腸の腸絨毛間隙の頂部から中部ではグラム陽性菌コロニー数が陰性
菌コロニー数に比べて有意に多かったが，腸絨毛間隙の基部ではグラム
陰性菌コロニー数が増加しており，両者間に有意な差はみとめられなか
った (図 23)。  
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II-4. 考 察  
 
１．TLR を分泌する消化管付属分泌腺について  
 分泌型 TLR-2 および -4 がウェスタンブロッティング法を用いて唾液中
から検出されているが [Kuroishi et al . ,  2007; Zunt et al. ,  2009]，その他の消
化液中における分泌型 TLR の存在や，分泌源については未だ明らかにさ
れていない。本章における観察結果から， TLR-2 は舌下腺，味腺，眼窩
外涙腺，ハーダー腺，胃底腺，膵臓，小腸腸陰窩および大腸腸陰窩から，
TLR-4 は味腺，眼窩外涙腺，ハーダー腺，胃底腺，膵臓，小腸腸陰窩お
よび大腸腸陰窩から，TLR-9 は舌下腺，味腺，眼窩外涙腺，ハーダー腺，
胃底腺，膵臓，小腸腸陰窩および大腸腸陰窩から分泌される可能性が示
唆された。  
 
２．前位消化管における TLR の分泌の意義について  
 一般に動物の口腔内には 200 種以上の常在細菌が存在しており，唾液
中には口腔粘膜上から遊離した 106 /ml の常在細菌が含まれるとされてい
る [Hardie and Bowden, 1974]。一方，動物の唾液中には lysozyme，β-defensin，
sPLA2， lactoferrin， transferrin および IgA 等の抗菌物質が含まれており，
消化管内における生体防御にも重要な役割を有する [Mestecky,  1993; 
Rudney and Smith, 1985; Yokoo et al . ,  2011b]。さらに，角膜上皮への栄養
素の輸送や代謝産物の排泄に関わるとされる涙液にも lysozyme をはじめ
とする様々な抗菌物質が含まれており [McClellan, 1997; Tiffany, 2003]，鼻
涙管を経て咽頭へ分泌されることによって消化管における生体防御に重
要な役割を果たす可能性が想定されている [Yokoo et al. ,  2011b]。加えて，
胃腺部から分泌される胃液によって食ビ中の pH が急激に低くなること
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も消化管内に備わる非特異的生体防御の一つと言える [Batt  et al . ,  1996]。
本章における観察結果から，唾液，涙液および胃液中には TLR-2， -4 お
よび -9 が分泌されることが明らかになった。さらに，第 I 章において十
二指腸の絨毛円柱上皮細胞の線条縁にすべての TLR が発現することを併
せ考えると，ラットの前位消化管に生息する常在細菌より放出されたリ
ガンドの一定量に唾液，涙液ないしは胃液に含まれる分泌型 TLR が結合
し，前位消化管内において常在細菌が過度に増殖してリガンドの量が一
定量を越えた場合にのみ十二指腸の絨毛円柱上皮に発現する膜型 TLR に
よって検出されている可能性が考えられた。  
 
３．小腸における TLR の分泌の意義について  
 ラットの小腸における常在細菌の基本的な定着部位は腸絨毛の先端で
あり，常在細菌はこの部位を起点として腸絨毛の間隙深部へと増殖する
とされる [Yamamoto et al . ,  2009]。この常在細菌の腸絨毛間隙中への増殖
程度に応じて，絨毛円柱上皮細胞の移動速度が加速されることや腸陰窩
底部に存在するパネート細胞から分泌顆粒の一過性の放出が起こること
が明らかにされており [Qi et al . ,  2009a，Yokoo et al . ,  2011a]，第 I 章では
小腸の腸絨毛の表面上で生じる細菌の増殖は絨毛円柱上皮細胞の遊離縁
側の細胞膜に発現した TLR-2 によってモニタリングされている可能性を
考察した。この TLR-2 の代表的なリガンドである peptidoglycan はグラム
陽性ないし陰性菌の両方の細胞壁に含まれており，常在細菌の増殖に伴
っ て 腸 陰 窩 の パ ネ ー ト 細 胞 か ら 一 過 性 に 分 泌 さ れ る lysozyme は
peptidoglycan の N-acetylmuramic acid と N-acetylglucosamine 間の結合を分
解する [Callewaert  and Michiels,  2010; Cole and Ganz, 2005]。以上のことか
ら，常在細菌が腸絨毛間隙に過度に増殖した場合には，パネート細胞か
ら一過性に分泌される lysozyme によって常在細菌の菌体から大量の
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TLR-2 のリガンドが遊離される可能性が想定される。本章における観察
では，小腸の，特に空回腸の腸陰窩の内容物に TLR-2 が頻繁に検出され
た。これらのことから，小腸の腸陰窩から分泌された分泌型 TLR-2 が腸
絨毛間隙の常在細菌から遊離される TLR-2 のリガンドを一定量結合して
中和し，これによって腸絨毛の表面に発現した膜型 TLR-2 による過剰な
リガンドの認識を防いでいる可能性が推察された。  
 ラットの前位消化管ではグラム陽性菌が優位に生息するが，その数は
消化管の下位に向かうにしたがって減少し，大腸ではグラム陰性菌が優
位になるとされている [Yokoo et al. ,  2011a]。消化管における常在細菌の組
成は小腸内でグラム陽性菌優位からグラム陰性菌優位へと変化すること
から，Yokoo らはこのグラム陽性菌の優位性の減少が，常在細菌の増殖に
伴って腸陰窩のパネート細胞から一過性に分泌される lysozyme や sPLA2
の影響によるものであるという仮説を立てている [Yokoo et al . ,  2011a]。細
菌の細胞壁に含まれるペプチドグリカン層はグラム陽性菌の方がグラム
陰性菌に比べて厚く，グラム陽性菌では細胞壁の最外側に位置するのに
対して，グラム陰性菌では外膜の内側に位置するとされる [Cabeen and 
Jacobs-Wagner, 2005] 。 こ の こ と か ら ， TLR-2 の リ ガ ン ド で あ る
peptidoglycan は，グラム陰性菌に比べてグラム陽性菌から lysozyme の作
用によって容易に遊離されると考えられ，このことは絨毛円柱上皮細胞
に発現した TLR-2 がグラム陰性菌よりもグラム陽性菌の方を認識しやす
いことを意味する。本章の観察結果では，グラム陽性菌が腸絨毛間隙の
頂部から中部にかけて多く存在するのに対して，グラム陰性菌は腸絨毛
間隙の基部で多く存在していた。この観察結果は Yokoo らの仮説 [Yokoo et  
al . ,  2011a]を支持するものであり，このことからグラム陽性菌が絨毛円柱
上皮細胞に発現した TLR-2 介在性の認識機構に基づく生体防御応答によ
ってグラム陰性菌に比べて容易に排除され，このことが前位消化管から
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後位消化管にかけてグラム陽性菌と陰性菌の優位性が逆転する要因の一
つである可能性が考えられた。  
 本章の観察結果では，常在細菌が過度に増殖していない部位では一部
のパネート細胞の細胞質内の TLR-4 陽性の分泌顆粒が多数存在したのに
対し，常在細菌が過度に増殖した部位ではパネート細胞の細胞質内の
TLR-4 陽性顆粒の減少および TLR-4 膜陽性の空胞がみとめられた。パネ
ート細胞における空胞の形成は一過性の分泌顆粒の放出によって生じ，
顆粒の細胞膜の回収に関わると考えられている [Satoh and Vollrath, 1986]。
これらのことから，パネート細胞の分泌顆粒に含まれる TLR-4 は，常在
細菌の増殖に伴って lysozyme や sPLA2 とともに分泌されることが考えら
れる。一般に TLR-4 のリガンドである LPS は結腸炎や下痢等の様々な腸
炎に関わるとされるが [Hotta et al. ,  1986; Mathan et al. ,  1988]，分泌型
TLR-4 は LPS を中和し，膜型 TLR-4 による LPS の認識を防ぐと考えられ
ている [Iwami et al . ,  2000; Zunt et al. ,  2009]。しかしながら，第 I 章の観察
結果では十二指腸を除く小腸の腸絨毛に TLR-4 が発現しておらず，ラッ
トの盲腸および結腸では TLR-4 の mRNA が検出されている [Mckernan et  
al. ,  2009; Terán-Ventura et al. ,  2010]。以上のことを併せ考えると，回腸に
おける常在細菌の増殖に伴い，一過性にパネート細胞から分泌される各
種抗菌物質によって菌体より溶出される LPS を，同時に分泌される分泌
型 TLR-4 が結合して中和し，大腸における LPS に対する過剰な応答を防
いでいる可能性が推察された。  
 
４．大腸腸陰窩における TLR 分泌の意義について  
 ニワトリの盲腸には尿酸および尿素の代謝に関わる常在細菌が存在し
ており [Beck and Chang, 1980; Karasawa  et al. ,  1988; Karasawa and Maeda, 
1995]，尿素を摂食させたラットに抗生物質を投与すると，盲腸内の尿素
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濃度が増加することから [Nipper et al. ,  1987]，盲腸には消化管の他部位に
はみられない特殊な常在細菌が定着していると考えられている。また，
ラット盲腸の腸陰窩内には多数の常在細菌が生息しており [Yamamoto et  
al. ,  2009]，盲腸の腸陰窩内には lysozyme，β-defensin 1 および 2 が検出さ
れている [Yokoo et al. ,  2011b]。さらに，透過型電子顕微鏡的観察では，盲
腸の内容物の細菌と腸陰窩内腔の細菌の形状が酷似していること，また，
盲腸内容物中には回腸ないしは大腸の他の部位に比べて死菌がより多く
みとめられること，食ビおよび粘液層中の常在細菌の菌体内には多数の
空胞が存在し，その空胞化の程度は腸陰窩内に存在する常在細菌に比べ
て大きいことから [unpublished data]，盲腸では既に腸陰窩内で変性した常
在細菌が腸陰窩内から供給されている可能性が想定される。本章におけ
る観察結果では，盲腸の腸陰窩内に存在する TLR 陽性杯細胞がいずれの
TLR においても大腸の他の部位に比べて頻繁にみとめられた。さらに，
TLR 陽性杯細胞が盲腸の腸陰窩の底部から開口部まですべての部位に存
在していた。これらのことから，盲腸の腸陰窩内では大量の TLR を分泌
することによって TLR の遊離のリガンドを中和し，腸陰窩上皮の TLR へ
の結合を妨げるとともに，常在細菌の腸陰窩内における定着を許容し，
さらに菌体表面に TLR を結合させることによって膜型 TLR によって認識
され難い常在細菌を内腔へと供給している可能性が考えられた。  
 ラットの大腸では結腸の起始部から 30％の部位 (上行結腸 )では，腸陰
窩の内腔に常在細菌が存在するが， 30％以降の部位では腸陰窩内には常
在細菌は入り込まないとされる [Yamamoto et  al. ,  2009]。また，上行結腸
には粘膜ヒダが発達しており，粘膜ヒダと粘膜ヒダの間には多数の常在
細菌が存在している。さらに，上行結腸の粘膜ヒダ基部では粘膜ヒダ頂
部および横行結腸と比べて上皮細胞の移動速度が有意に遅いことが明ら
かにされており，これらのことが上行結腸における大量の常在細菌の定
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着に貢献している可能性が考えられている [Qi et al. ,  2009b]。本章の観察
結果では，上行結腸の粘膜ヒダ基部およびヒダ間の腸陰窩内における
TLR 陽性杯細胞は粘膜ヒダ頂部の腸陰窩に比べて頻繁にみとめられた。
さらに，上行結腸ではいずれの TLR 陽性杯細胞も腸陰窩底部に限局して
存在していた。これらの所見から，上行結腸の粘膜ヒダ基部およびヒダ
間における腸陰窩底部からの TLR の分泌が腸陰窩内における常在細菌の
定着に貢献している可能性が推察された。  
 
５．肝臓における TLR-4 陽性顆粒状物質について  
 腸管内に生息する大量の常在細菌のうち，グラム陰性菌の細胞壁に含
まれる LPS はグラム陰性菌の死滅等によって腸管内腔に大量に遊離され
る。ヒトの門脈血中ないしは長鎖トリグリセリドを経口的に与えたマウ
スの血漿中において LPS が検出されたことから，LPS は恒常的に腸管か
ら吸収されていると考えられている [Ghoshal et al. ,  2009; Jacob et al. ,  
1977]。また，血中に投与した LPS が肝臓でクリアランスされることが，
イヌやマウスを用いた研究によって明らかにされており，ヒトにおいて
も門脈血から LPS が検出されるが，体循環血からはほとんど検出されな
いことから，肝臓が血液中の LPS の処理に関わる可能性が想定される
[Caruana et al . ,  1984; Jacob et al. ,  1977; Zlydaszyk and Moon, 1976]。本論文
の第 I 章において，LPS を認識する TLR-4 陽性の顆粒状物質が腸管内腔
から腸管上皮細胞を介して毛細血管内へと persorption される可能性が想
定された。また，本章における観察から，TLR-4 陽性の顆粒状物質が肝
臓の肝細胞の細胞質内でも検出され，その一部は洞様毛細血管に面する
細胞質内に集積しており，星状大食細胞の細胞質内にも TLR-4 の陽性が
みとめられた。さらに，毛細胆管ないしは胆管の内腔には TLR-4 の陽性
が検出されなかった。これらのことから，肝臓の細胞質内で検出された
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TLR-4 陽性顆粒状物質は腸管上皮細胞によって persorption された TLR-4
陽性顆粒状物質であり，LPS と TLR-4 の複合体である可能性が高く，肝
細胞や星状大食細胞内で処理されている可能性が考えられた。  
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II-5. 小 括  
 
ラット消化器系における分泌型 TLR の分泌部位を特定し，消化管粘膜
上皮における常在細菌増殖の検知機構への分泌型 TLR の関与を明らかに
することを目的として，消化管付属外分泌腺における分泌型 TLR の局在
を免疫組織化学的に精査するとともに，小腸に備わる TLR 発現の意義に
ついて考察するために，腸絨毛間隙に増殖する常在細菌のグラム染色性
状を定量組織学的に調べた。  
その結果，TLR-2 および -9 は舌下腺，味腺，眼窩外涙腺，ハーダー腺，
胃底腺，膵臓，小腸腸陰窩および大腸腸陰窩から，また，TLR-4 は味腺，
眼窩外涙腺，ハーダー腺，胃底腺，膵臓，小腸腸陰窩および大腸腸陰窩
から分泌される可能性が示唆された。これらの所見から，ラットの前位
消化管に生息する常在細菌等から放出されたリガンドの一定量に唾液，
涙液ないしは胃液に含まれる分泌型 TLR が結合し，前位消化管内で常在
細菌が過度に増殖してリガンドの量が一定量を超えた場合にのみ十二指
腸の絨毛円柱上皮に発現する膜型 TLR によって検出される可能性が考え
られた。また，小腸では腸陰窩から分泌された分泌型 TLR-2 が腸絨毛間
隙の常在細菌から遊離される TLR-2 のリガンドを一定量結合して中和し
ており，これによって腸絨毛の表面に発現した膜型 TLR-2 による過剰な
リガンドの認識を防いでいる可能性が推察された。さらに，腸絨毛間隙
の細菌のグラム染色性について定量組織化学的に観察した結果，腸絨毛
間隙の頂部から中部ではグラム陰性菌に比べてグラム陽性菌のコロニー
数が有意に多かったことに対して，腸絨毛間隙の基部では有意な差はみ
とめられなかった。このことから，グラム陽性菌が絨毛円柱上皮細胞に
発現した TLR-2 介在性の認識機構に基づく生体防御応答によってグラム
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陰性菌に比べて容易に排除されることが示唆され，このことが前位消化
管から後位消化管にかけてグラム陽性菌と陰性菌の優位性が逆転する要
因の一つである可能性が考えられた。また，空腸および回腸の一部の腸
陰窩には細胞質内に TLR-4 陽性の分泌顆粒を有するパネート細胞が存在
しており，回腸の常在細菌が過度に増殖していない部位ではパネート細
胞の細胞質内の TLR-4 陽性の分泌顆粒が多数存在したのに対して，常在
細菌が過度に増殖した部位ではパネート細胞の細胞質内の TLR-4 陽性顆
粒の減少および TLR-4 膜陽性の空胞がみられた。このことから，回腸に
おける常在細菌の増殖に伴って，パネート細胞から一過性に分泌される
各種抗菌物質によって菌体から溶出される LPS を，同時に分泌される分
泌型 TLR-4 が結合して中和し，大腸における LPS に対する過剰な応答を
防いでいる可能性が考えられた。さらに，大腸ではいずれの部位でも腸
陰窩の一部の杯細胞がすべての TLR で陽性を示し，いずれの TLR 陽性杯
細胞も盲腸で最も頻繁にみとめられ，上行結腸の粘膜ヒダ基部およびヒ
ダ間の腸陰窩では上行結腸粘膜ヒダ頂部，下行結腸および直腸の腸陰窩
に比べて頻繁にみとめられた。また，TLR 陽性杯細胞は盲腸の腸陰窩の
底部から開口部まですべての部位に存在しており，上行結腸粘膜ヒダ基
部およびヒダ間では腸陰窩の底部に限局して存在した。これらのことか
ら，盲腸および上行結腸粘膜ヒダ基部およびヒダ間の腸陰窩内では，腸
陰窩底部から TLR を分泌することによって常在細菌の腸陰窩内における
定着を許容している可能性が推察された。また，肝臓において TLR-4 陽
性の顆粒状物質が肝細胞の細胞質内に検出され，その一部は洞様毛細血
管に隣接する細胞質内に集積していた。さらに， TLR-4 の陽性は星状大
食細胞でもみとめられた。一方，毛細胆管ないしは胆管の内腔には TLR-4
の陽性が検出されなかった。これらのことから，肝臓の肝細胞の細胞質
内で検出された TLR-4 陽性の顆粒状物質は腸管上皮細胞から persorption
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された TLR-4 陽性顆粒状物質であり， LPS と TLR-4 の複合体である可能
性が高く，肝細胞および星状大食細胞によって処理されている可能性が
考えられた。  
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第 III 章  
 
ラット上行結腸における常在細菌の増殖制御機構に関する  
定量組織学的観察  
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III-1. 小 緒  
 
 ラットでは経口的に摂取された食物は約 2 時間かけて小腸を通過し，
さらに約 15 時間程度で結腸を通過するとされる [Enck et al. ,  1989]。食ビ
中の細菌量は消化管の遠位に向かうにしたがって増加し，ヒトの食ビ 1 
ml 中における細菌量は胃から空腸では 0-105  colony forming unit (CFU)，
回腸では 103-109CFU，結腸では 101 0-101 2CFU であり [Salminen et al. ,  1995]，
この傾向はラットでも同様であるとされている [ Itoh et al. ,  1989]。ラット
の小腸では，特異的な糖を発現する腸絨毛の先端を起点として常在細菌
が腸絨毛の間隙深部へと増殖するが，上行結腸では腸表面上皮細胞上に
常在細菌が定着するとともに，腸陰窩内腔にまで存在しており [Yamamoto 
et al . ,  2009, 2010]，ラットの上行結腸に存在する粘膜ヒダ間には大量の常
在細菌が存在しているとされている [Qi et al. ,  2009b]。しかしながら，上
行結腸の構造が複雑であるため，未だ詳細な常在細菌の増殖部位は明ら
かにされていない。  
 常在細菌の増殖制御には，消化酵素，抗菌物質や上皮細胞自体による
物理的な排除機構等種々の生体防御応答が関わる [Cole and Ganz, 2005; 
Inamoto et al . ,  2008a, b; Laubitz  et al . ,  2003; Yokoo et al. ,  2011a, b]。すなわ
ち，ラットの回腸では常在細菌が腸絨毛の表面に増殖すると，腸陰窩の
底部に存在するパネート細胞からの lysozyme や sPLA2 等の抗菌物質の分
泌や上皮細胞の移動速度の促進等の応答が誘導されることが明らかにさ
れており [Qi et al . ,  2009a; Yokoo et al . ,  2011a]，第 I， II 章では小腸におけ
る常在細菌の増殖制御には膜型 TLR-2 に加えて分泌型 TLR-2 が関与する
可能性を明らかにした。一方，上行結腸では，粘膜ヒダ基部の上皮細胞
の移動速度が遅いことが粘膜ヒダ間における常在細菌の定着に貢献して
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いる可能性が明らかにされているものの [Qi et al. ,  2009b]，腸陰窩内に常
在細菌が侵入し，増殖した場合に上皮細胞の細胞動態がどのように変化
するのかに関してはいまだ明らかにされていない。  
 第 I， II 章では小腸粘膜上皮における膜型 TLR の局在および消化管付
属分泌腺における分泌型 TLR の局在に関して明らかにしたが，大腸にお
ける TLR の発現に関しては in vitroや分子生物学レベルで上皮細胞におけ
る TLR の発現が明らかにされているものの [Cario et al. ,  2000, 2002; 
Mckernan et al. ,  2009; Otte et al. ,  2004;  Terán-Ventura et al. ,  2010; Wang et 
al. ,  2010]，生体内における TLR の詳細な発現部位が明らかではないため
に，in vivo における解析が必要不可欠である。そこで第 III 章ではラット
の上行結腸における常在細菌の詳細な定着・増殖部位および常在細菌の
腸陰窩内への侵入に対する生体防御応答と腸表面上皮細胞における膜型
TLR の発現意義について明らかにすることを目的として，ラットの上行
結腸における常在細菌の分布を精査するとともに，常在細菌の定着部位
と TLR の局在との関係および腸陰窩内における常在細菌の増殖と細胞増
殖との関係について定量組織学的に調べた。  
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III-2. 材料と方法  
 
1）  供試動物および飼育法  
 7 週齢の Wistar 系ラットの雄 10 匹を用いた。供試動物の飼育および実
験に関しては第 I および II 章と同様であるため省略する。  
 
2）  材料採取および組織学的処理  
ラットをソムノペンチル (共立製薬 )の腹腔投与による深麻酔下で安楽
死させた後，胸郭の腹側を正中切開し，すばやく上行結腸の組織片を 4％
PFA 固定液を用いて 4℃で 24 時間浸漬固定した。次いで，第 I 章と同様
の方法での凍結切片を作製し， 3’-aminopropyltriethoxysilane (信越化学工
業 )をコーティングしたスライドグラスに貼付して使用時まで冷凍保存
(-30℃ )した。  
 
3）  免疫組織化学的染色  
前記の凍結切片を蒸留水に浸漬し，アスピレーターを用いて陰圧条件
下で切片に含まれる気泡を除去した後， 0.05％ T-PBS で 3 回洗浄し，
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)検出用の切片については 121℃で
20 分間オートクレーブを用いて加熱処理した。続いて 100％メタノール
と 0.5％過酸化水素水に室温でそれぞれ 30 分浸漬した後，0.05％T-PBS で
3 回洗浄し，Blocking One Histo(ナカライテスク，京都，日本 )と室温で 1
時間反応させた。その後，100 倍希釈の抗 TLR-2, -4, -9 ヤギ抗体 (Santa Cruz 
Biotechnol.)ないし 100 倍希釈の抗 PCNA マウス抗体 (Calbiochem.,  San 
Diego, 米国 )と室温で撹拌しながら 30 分間反応させた後， 6℃で 18 時間
反応させた。反応後，0.05％T-PBS で 3 回洗浄し，200 倍希釈の抗ヤギ IgG
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マ ウ ス IgG (Chemicon International) な い し EnVisionTM/HRP(Dako 
Cytomation, Glostrup, デンマーク )と室温で 1 時間反応させた。最後にト
リス緩衝液 (pH7.6)で切片を 3 回洗浄して DAB 発色液と反応させ，ヘマト
キシリン染色液で対比染色した。  
実験対象切片には一次抗体の代わりに非免疫ヤギないしマウス IgG な
いし PBS を反応させた。  
 
4）  組織構成要素の定義  
 常在細菌の定着ないし増殖状況を確認するために，凍結切片をヘマト
キシリン・エオシン染色し，組織の一般形態を観察した。一般形態の観
察に際して，上行結腸の粘膜を腸間膜付着の有無によって，腸間膜付着
部（MAM）と腸間膜非付着部（MNM）の 2 種類に分類した（図 24）。さ
らに，腸陰窩内の常在細菌量によって腸陰窩を，常在細菌を含まない腸
陰窩，常在細菌を少量含む腸陰窩ないし常在細菌を多量に含む腸陰窩の 3
つのタイプに分類した。これらの分類にしたがって，MAM において常在
細菌を含まない腸陰窩を MAM-C，MNM において常在細菌を含まない腸
陰窩を MNM-C，および MAM において常在細菌を多量に含む腸陰窩を
MAM-C-B とした（図 25）。また，MNM では腸陰窩内にみとめられる常
在細菌数が少なかったため，MNM-C-B については観察できなかった。  
 
5）  定量組織学的観察法  
 本章における定量組織学的観察では，粘膜ヒダ間の粘膜を対象とした。
5 個体の MAM および MNM から内腔の中心が縦断されている腸陰窩を無
作為に 20 本選出して内腔に常在細菌が存在する腸陰窩数の相対頻度を算
出し， 5 個体の平均値±標準偏差で示した。  
 以下の定量組織学的観察では，5 個体のラットでは MAM における腸陰
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窩内の常在細菌量が非常に多かったため，腸陰窩内の常在細菌量の少な
い他の 5 個体から MAM-C ないし MNM-C を選出し，MAM-C-B について
は腸陰窩内の常在細菌量の多い 5 個体から選出した。 10 本の MAM-C, 
MNM-Cおよび MAM-C-Bをそれぞれ 5個体のラットから無作為に選出し，
それぞれの腸陰窩の長さを計測し， 5 個体の平均値を算出した。同様に，
5 個体のラットから MAM-C, MNM-C および MAM-C-B を 5 本ずつ選出し，
それぞれの腸陰窩に含まれる総上皮細胞数，微絨毛円柱上皮細胞数およ
び杯細胞数を計測して，それぞれの平均値を算出した。次いで，腸陰窩
の底部を 0％，開口部を 100％として， 5 本の MAM-C, MNM-C および
MAM-C-B の各 10％区間に含まれる微絨毛円柱上皮細胞数および杯細胞
数を計測し，それぞれの平均値を 5個体から算出した。また，5本の MAM-C, 
MNM-C および MAM-C-B の PCNA 陽性総上皮細胞数，微絨毛円柱上皮細
胞数および杯細胞数を計測し，それぞれの平均値を 5 個体から算出した。
さらに，前記の計測と同様に MAM-C, MNM-C および MAM-C-B の各 10％
区間から 20 個の上皮細胞を選出し， PCNA 陽性円柱上皮細胞および杯細
胞の相対頻度を計測して，それぞれの平均値を 5 個体から算出した。以
上の計測値を平均値±標準偏差で示した。また，5 個体から MAM-C およ
び MAM-C-B を 5 本ずつ選出し，それぞれの腸陰窩の深度と PCNA 陽性
上皮細胞数を計測して，腸陰窩の深度と PCNA 陽性上皮細胞数の関係を
散布図で示した。  
 
6）  統計処理  
 腸陰窩の深度と PCNA 陽性上皮細胞数の関係に関する統計処理には，
Pearson の相関係数を用いた。その他の統計解析には， Shapiro-Wilk 検定
によって正規性の検討をおこなった後，パラメトリック検定には Student
の t 検定を，ノンパラメトリック検定には Mann-Whitney の U 検定をおこ
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なった。また，必要な場合には不等分散を考慮して Welch の t 検定を用い
て統計処理をおこなった。有意水準は P＜ 0.05 とした。  
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III-3. 結果  
 
1)  肉眼解剖学的所見  
上行結腸の粘膜ヒダは腸間膜付着部から始まって外後側方向に走行し，
対腸間膜側へ向かうにつれて丈が短くなって対腸間膜側で最終的には消
失した。粘膜ヒダと粘膜ヒダの間には乳白色の不定形物質が存在した（図
26）。  
 
2)  一般組織学的所見  
上行結腸の粘膜ヒダと粘膜ヒダとの間隙は常在細菌で満たされており，
食餌由来の物質は極めてまれにしかみとめられなかった。常在細菌は
MNM に比べて MAM の腸表面上皮細胞に頻繁に接着しており，腸陰窩内
に常在細菌が多量に含まれる場合には，腸表面上皮細胞上の細菌と腸陰
窩内の細菌が連続してみとめられた（図 25）。また，常在細菌の存在する
腸陰窩の割合は MNM に比べて MAM で有意に多かった（図 27）。  
 
3)  腸陰窩内における上皮細胞数  
MAM-C，MNM-C ないし MAM-C-B の長さはそれぞれ 174 ± 18.3 μm, 
120.8 ± 5.7 μm および 230.5 ± 15.2 μm であり，MAM-C の長さは MNM-C
に比べて有意に大きく（P<0.01），MAM-C-B に比べて有意に小さかった
（P<0.01）。MAM-C における総上皮細胞数，微絨毛円柱上皮細胞数およ
び杯細胞数は MNM-C に比べて有意に多かった。一方，MAM-C における
総上皮細胞数および微絨毛円柱上皮細胞数は MAM-C-B に比べて有意に
少なかったが，杯細胞数は変わらなかった（図 28）。すべての腸陰窩にお
いて，微絨毛円柱上皮細胞は腸陰窩の底部から開口部に向かって増加し
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たが，杯細胞は腸陰窩の底部から開口部に向かって減少した。MAM-C に
おける微絨毛 円柱上皮細胞数は 0-10%および 50-60%区間を除いて
MNM-Cより多く，杯細胞数は 40-80%区間を除いて MNM-Cより多かった。
一方，MAM-C における微絨毛円柱上皮細胞数は 0-50%および 90-100%区
間で MAM-C-B より少なかったが，杯細胞数についてはいずれの区間でも
有意な差がみとめられなかった（図 29）。  
 
4)  腸陰窩内における PCNA 陽性上皮細胞数  
PCNA 陽性上皮細胞はいずれの腸陰窩でも中部から頂部にみとめられ
たが，MAM-C-B ではこの部位に加えて基部にもみとめられた。PCNA 強
陽性を示す微絨毛円柱上皮細胞は MAM-C および MNM-C では中部から頂
部においてのみみとめられたのに対し，MAM-C-B では基部にもみとめら
れた（図 30）。MAM-C における PCNA 陽性上皮細胞総数，微絨毛円柱上
皮細胞数および杯細胞数は MNM-C に比べて有意に多かったのに対し，
MAM-C-B に比べて有意に少なかった（図 31）。MAM における腸陰窩の
深度と PCNA 陽性上皮細胞総数の間には高い正の相関がみとめられ
（ r=0.837），腸陰窩の深度が大きいほど PCNA 陽性細胞総数は多かった
（図 32）。MAM-C および MNM-C における PCNA 陽性微絨毛円柱上皮細
胞の相対頻度には 90-100%区間を除いて有意な差はみとめられなかった
のに対し，MAM-C における PCNA 陽性微絨毛円柱上皮細胞の相対頻度は
MAM-C-B に比べて 0-40％区間で有意に低かった。一方，PCNA 陽性杯細
胞の相対頻度は MAM-C および MNM-C のどの区間においても低かったの
に対し，MAM-C では MAM-C-B に比べて 0-20%および 40-50%区間で有意
に低かった。また，いずれの腸陰窩でも，PCNA 陽性微絨毛円柱上皮細胞
の相対頻度が最も高い区間は 60-70%区間であった（図 33）。  
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5)  粘膜上皮における各種 TLR の局在  
上行結腸では，すべての TLR が腸表面上皮細胞の線条縁で陽性を示し
たが，その陽性強度は MAM では MNM に比べて非常に弱かった。また，
MNM の腸表面上皮細胞の細胞質には TLR-2，-4 ないし -9 陽性の小胞がみ
とめられたが，MAM の腸表面上皮細胞にはみとめられなかった（図 34）。  
MAM-C，MNM-C および MAM-C-B の腸陰窩間では TLR の局在に違い
はみとめられなかった。すべての TLR の弱い陽性が微絨毛円柱上皮細胞
の線条縁と杯細胞の分泌顆粒でみとめられた。 TLR-2 ないし -4 陽性微絨
毛円柱上皮細胞および杯細胞はまれであったが，TLR-9 陽性微絨毛円柱
上皮細胞および杯細胞は中程度みとめられた。いずれの TLR 陽性杯細胞
も腸陰窩の底部に存在していた。  
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III-4. 考察  
 
１．常在細菌の定着と上皮細胞における TLR の発現との関係について  
 ラットの消化管粘膜上皮上における常在細菌の定着に関しては，消化
管の長軸方向に沿った組織学的および細菌学的な解析がなされている
[Yamamoto et al. ,  2009]。一方，本章でおこなったラット上行結腸の横断
面における観察では，MNM よりも MAM の腸表面上皮細胞上に頻繁に常
在細菌が接着していた。また，MNM よりも MAM で常在細菌の存在する
腸陰窩が有意に高頻度でみとめられた。このことから，ラットの上行結
腸では，常在細菌は MAM の腸表面上皮細胞上に優先的に定着することが
示唆された。さらに本章における観察では，腸表面上皮細胞の線条縁に
おける TLR-2，-4 および -9 の陽性が MNM に比べて MAM で著しく弱かっ
た。第 I 章では回腸の腸絨毛先端における上皮細胞で膜型 TLR-2 が欠損
することが常在細菌の腸絨毛の先端への優先的な定着に貢献していると
考えられたことから，ラットの上行結腸においても，MAM における腸表
面上皮細胞における膜型 TLR-2， -4 および -9 の低発現が常在細菌の優先
的な定着に貢献している可能性が考えられた。  
 
２．常在細菌の腸陰窩内での増殖と上皮細胞の増殖との関係について  
 一般的に腸管の上皮細胞は腸陰窩で細胞増殖し，小腸では腸絨毛の先
端から，大腸では最内腔側の粘膜上皮から脱落する [Han  et  al. ,  1993; 
Shamsuddin et al. ,  1982; Shibahara et al . ,  1995]。一般にラットやマウスの
大腸の腸陰窩における細胞増殖部位は腸陰窩の中部であり，無菌ラット
に細菌を投与した場合には細胞増殖が活発になるとされている [Alam et 
al. ,  1994]。本章における観察から，ラット上行結腸の MAM では，PCNA
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陽性上皮細胞が常在細菌の存在しない腸陰窩よりも常在細菌の存在する
腸陰窩に多かった。また，MAM の常在細菌の存在しない腸陰窩における
PCNA 陽性上皮細胞は従来の報告通り [Messier and Leblond, 1960; Sunter et  
al. ,  1979; Yamada et al. ,  1992]，腸陰窩中部に局在したが，常在細菌が腸陰
窩内腔で増殖した腸陰窩では底部にまで PCNA 陽性上皮細胞が存在して
おり，この上皮細胞の細胞増殖促進に伴って生じる細胞移動速度の増加
や細胞交代の亢進は消化管に備わる生体防御の一つであると考えられて
いる [Kim et al . ,  2010; Qi  et  al . ,  2009a]。これらのことから，常在細菌が侵
入し，増殖した MAM の腸陰窩における増殖細胞の増加と細胞増殖領域の
拡大は，常在細菌の増殖に対する防御応答であると言える。  
 動物の大腸の腸陰窩内には多数の杯細胞が存在しており [Shamsuddin et 
al. ,  1982]，杯細胞から分泌される粘液によって形成される粘液層は細菌
に対する物理的障壁となる [Laux et al . ,  2005; McGuckin et al. ,  2011]。無菌
ラットに通常飼育したラットの腸内細菌ないし細菌の構成成分である
LPS を投与すると腸陰窩の杯細胞数や大きさが増加し，杯細胞の有する
分泌顆粒の粘液性状が酸性から中性へと変化するとされる [Enss et al. ,  
1992, 1996]。本章における観察では，MAM の腸陰窩内に常在細菌が存在
すると，腸陰窩の杯細胞数は変化しないにもかかわらず，PCNA 陽性杯細
胞の相対頻度が増加していた。これらのことから常在細菌が腸陰窩内に
侵入し，増殖すると杯細胞の細胞交代が亢進し，これに伴う粘液分泌の
亢進が腸陰窩内に侵入した常在細菌の排除に貢献している可能性が推察
された。  
 一般に，上皮細胞の細胞分裂は未分化な上皮細胞に限定されており，
これらの未分化な上皮細胞は細胞分裂を経て最終的に吸収上皮細胞ない
し杯細胞に分化するとされる [Crosnier et al. ,  2006]。本章における観察か
ら，腸陰窩の杯細胞にも PCNA 陽性がみとめられたことは分化した上皮
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細胞においても常在細菌が過度に増殖した場合等の特殊な環境下では細
胞分裂し得る可能性を示しており，この点に関して今後さらなる研究が
必要と考えられる。  
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III-5. 小 括  
 
ラットの上行結腸における常在細菌の詳細な定着・増殖部位および常
在細菌の腸陰窩内への侵入に対する生体防御応答と腸表面上皮細胞にお
ける膜型 TLR の発現意義について明らかにすることを目的として，ラッ
トの上行結腸における常在細菌の分布を精査するとともに，常在細菌の
定着部位と TLR の局在との関係および腸陰窩内における常在細菌の増殖
と細胞増殖との関係について定量免疫組織学的に調べた。  
 その結果，常在細菌は腸間膜非付着部 (MNM)に比べて腸間膜付着部
(MAM)の腸表面上皮細胞に優先的に接着しており，常在細菌の侵入した
腸陰窩は MNM よりも MAM で頻繁にみとめられたことから，ラットの上
行結腸における常在細菌の基本的な定着部位は MAM の腸表面上皮細胞
上であることが確認された。また，TLR-2，-4 および -9 の陽性強度も MAM
の腸表面上皮細胞の線条縁では MNM に比べて著しく弱かった。以上のこ
とから，MAM の腸表面上皮細胞における膜型 TLR の低発現が常在細菌
の優先的な定着に貢献している可能性が推察された。MAM における常在
細 菌 を 含 ま な い 腸 陰 窩 (MAM-C)で は 常 在 細 菌 を 多 量 に 含 む 腸 陰 窩
(MAM-C-B)に比べて総上皮細胞数および微絨毛円柱上皮細胞数は有意に
少なかったものの，杯細胞数に有意な差がみとめられなかった。さらに
MAM-C における PCNA 陽性を示す微絨毛円柱上皮細胞数および杯細胞数
は MAM-C-B に比べて有意に少なかった。これらのことから，MAM では
常在細菌が腸陰窩内に侵入すると腸陰窩内における上皮細胞の細胞増殖
が亢進している可能性が推察された。また，MAM-C と MAM-C-B では杯
細胞数に有意な差がみとめられなかったが，MAM-C-B では MAM-C に比
べて PCNA 陽性杯細胞の相対頻度が有意に高かった。このことから，常
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在細菌が腸陰窩内に侵入し，増殖すると杯細胞の細胞交代が亢進し，こ
れに伴う粘液分泌の亢進が腸陰窩内に侵入した常在細菌の排除に貢献し
ている可能性が推察された。  
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 総 括  
 
 ラットの消化管における常在細菌の定着部位は最内腔側の粘膜上皮表
面であり，小腸では腸絨毛の先端に定着した常在細菌が腸絨毛の間隙の
深部に向かって増殖するとされる。小腸の粘膜上皮細胞に常在細菌が接
着すると，遊離縁側の細胞質内に 4 層からなる物理的防御層が形成され
て接着した常在細菌に対する物理的排除がおこなわれることや，小腸の
腸絨毛間隙への常在細菌の増殖に伴って上皮細胞の交代の促進や腸陰窩
底部に存在するパネート細胞からの抗菌物質の一過性の分泌が惹起され
ることから，粘膜上皮細胞の表面には常在細菌を認識する何らかの受容
体が存在する可能性が想定されてきたが， in vivo では明らかにされてい
ない。近年，細菌やウイルス由来の構成成分である病原体関連分子パタ
ーン (PAMPs)を認識する受容体である Toll-like receptor  (TLR)が注目され
ており，消化管の粘膜上皮細胞に TLR が発現することが in vitro や分子生
物学的な解析によって明らかにされてきた。さらに，ヒトの唾液，乳汁
および血漿中には分泌型 TLR の存在が明らかにされてきており，この分
泌型 TLR がリガンドに結合することによって膜型 TLR による PAMPs の
認識を調節することが推察されている。したがって，消化管粘膜におけ
る常在細菌の増殖検出機構として膜型および分泌型 TLR が協調的に関与
している可能性が想定される。そこで本論文では，TLR の中でも細菌の
構成成分を認識する TLR-2， -4 および -9 に着目し，ラットの消化器系を
実験モデルとして常在細菌の定着制御機構の一端を TLR を介した常在細
菌認識の観点から明らかにすることを目的とした。  
第 I 章では，ラット小腸の粘膜上皮における常在細菌の増殖をモニタリ
ングする可能性が想定される TLR-2， -4 および -9 の局在を免疫組織化学
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的に精査した。その結果，十二指腸では腸絨毛基部から頂部にかけての
上皮細胞の線条縁が TLR-2， -4 および -9 陽性を示したが，空腸および回
腸では腸絨毛の基部から頂部の上皮細胞の線条縁に TLR-2 のみが陽性を
示した。また，小腸全長にわたって一部の腸絨毛の先端に線条縁が TLR-2
陰性を示す上皮細胞群が散見された。この TLR-2 陰性上皮細胞を有する
腸絨毛は，常在細菌の増殖がみられない部位に比べて常在細菌が過度に
増殖した部位で有意に多かった。さらに，絨毛円柱上皮細胞への常在細
菌の接着は TLR-2 陰性上皮細胞の存在しない腸絨毛よりも TLR-2 陰性上
皮細胞を有する腸絨毛で有意に多かった。以上の第 I 章の所見から，十二
指腸における TLR は前位消化管から流入する細菌由来のリガンドを認識
することにより，前位消化管に生息する常在細菌の増殖をモニタリング
している可能性が推察された。また，小腸全域にわたって TLR-2 が小腸
の粘膜上に定着した常在細菌の増殖をモニタリングしている可能性が推
察されるとともに，腸絨毛の先端における TLR-2 の欠損が常在細菌の定
着に貢献していることが示唆された。  
 第 II 章では，膜型 TLR によるリガンドの認識を調節すると考えられ
ている分泌型 TLR の消化管内への分泌部位を特定し，消化管粘膜上皮に
おける常在細菌の検知機構への分泌型 TLR の関与を明らかにするため，
消化管付属分泌腺における TLR の局在を免疫組織化学的に精査するとと
もに，小腸における TLR 発現の意義を考察するために，腸絨毛間隙に増
殖する常在細菌の性状を定量組織学的に調べた。その結果，TLR-2 は舌
下腺，味腺，眼窩外涙腺，ハーダー腺，胃底腺，膵臓，小腸腸陰窩およ
び大腸腸陰窩から，TLR-4 は味腺，眼窩外涙腺，ハーダー腺，胃底腺，
膵臓，小腸腸陰窩および大腸腸陰窩から，そして TLR-9 は舌下腺，味腺，
眼窩外涙腺，ハーダー腺，胃底腺，膵臓，小腸腸陰窩および大腸腸陰窩
から分泌される可能性が示唆された。これらの観察結果と第 I 章の結果と
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を併せ考えると，ラットの前位消化管に生息する常在細菌から遊離され
るリガンドの一定量に唾液，涙液ないしは胃液に含まれる分泌型 TLR が
結合し，前位消化管内において常在細菌が過度に増殖してリガンドの量
が一定量を越えた場合にのみ十二指腸の絨毛円柱上皮に発現する膜型
TLR によって検出されている可能性が考えられた。さらに，腸絨毛の間
隙に存在するグラム陽性菌と陰性菌のコロニー数を計測した結果，グラ
ム陽性菌のコロニー数は腸絨毛間隙の頂部と中部ではグラム陰性菌に比
べて有意に多かったのに対して，腸絨毛間隙の基部では減少したことか
ら，TLR-2 のリガンドである peptidoglycan を細胞壁の最外層に多量に有
するグラム陽性菌が TLR-2 によって惹起される生体防御応答によってグ
ラム陰性菌よりも容易に排除されることが示唆され，このことが前位消
化管から後位消化管にかけてグラム陽性菌と陰性菌の優位性が逆転する
要因の一つである可能性が考えられた。また，回腸における常在細菌の
増殖と TLR の分泌の関係を調べた結果，常在細菌の増殖していない部位
の一部のパネート細胞には TLR-4 陽性の分泌顆粒が多数存在したが，常
在細菌が増殖した部位のパネート細胞では TLR-4 陽性顆粒が減少し，
TLR-4 膜陽性の空胞が出現すること等，顆粒の分泌を示唆する所見が得
られたことから，回腸において常在細菌の増殖に伴い，一過性にパネー
ト細胞より分泌される各種抗菌物質によって菌体より溶出されるリガン
ドを，同時に分泌される分泌型 TLR が結合して中和し，大腸における常
在細菌に対する過剰な排除応答を調節している可能性が考えられた。  
第 III 章では，ラットの上行結腸における常在細菌の詳細な定着・増殖
部位および常在細菌の腸陰窩内への侵入に対する生体防御応答と腸表面
上皮細胞における膜型 TLR の発現の意義について明らかにすることを目
的として，ラットの上行結腸における常在細菌の分布を精査するととも
に，常在細菌の定着部位と TLR の局在との関係および腸陰窩内における
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常在細菌の増殖と細胞増殖との関係について調べた。その結果，常在細
菌は腸間膜非付着部 (MNM)よりも腸間膜付着部 (MAM)の腸表面上皮細胞
上に頻繁に接着しており，MNM よりも MAM で腸陰窩内の常在細菌の増
殖が高頻度でみとめられた。また，MAM の常在細菌が存在しない腸陰窩
と多量に存在する腸陰窩を比較すると，腸陰窩の上皮細胞総数および微
絨毛円柱上皮細胞数は常在細菌の多い腸陰窩で有意に多かったが，杯細
胞数に有意な差がみられなかった。また，MAM における PCNA 陽性微絨
毛円柱上皮細胞数および杯細胞数は常在細菌の存在しない腸陰窩に比べ
て常在細菌の多い腸陰窩で有意に多かった。さらに腸表面上皮細胞の線
条縁における TLR-2，-4 および -9 の陽性強度は，MNM よりも MAM で著
しく弱かった。以上，第 III 章における観察結果から，ラットの上行結腸
における常在細菌の基本的な定着部位は MAM の腸表面上皮細胞表面で
あることが示唆された。また，MAM の腸表面上皮細胞における膜型 TLR
の低発現が常在細菌の優先的な定着に貢献している可能性が推察された。
加えて，MAM の腸陰窩内に常在細菌が侵入すると杯細胞を含めた上皮細
胞の細胞交代が促進するとともに，これに伴う粘液分泌の促進が，腸陰
窩内に侵入した常在細菌の排除に貢献している可能性が推察された。  
以上の結果を総合すると，本学位論文ではラットの小腸と上行結腸の
粘膜上皮における TLR の発現状況および分泌型 TLR を分泌する消化管付
属外分泌腺を特定することができた。また，ラットの消化管では，多く
の消化管付属外分泌腺から分泌型 TLR が分泌されることによって，消化
管内に存在する常在細菌への過剰な生体防御応答を抑制することに加え，
粘膜上皮上に発現する TLR の発現量を調節することによって常在細菌の
定着部位を提供するが，常在細菌が過度に増殖した場合にのみ粘膜上皮
に発現した膜型 TLR を介して生体防御応答を亢進させる可能性が明らか
になった。  
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Abstract 
 
 
Study on Toll-like Receptor Mediated Recognition Systems of 
Indigenous Bacteria in Rat Alimentary Tract  
 
Youhei Mantani 
 
Indigenous bacteria preferentially settle on the most luminal portions of mucous 
epithelium through rat alimentary tract.  Indigenous bacteria settled on the villous apices 
proliferate into the intervillous spaces of the rat small intestine.  In the case that the 
indigenous bacteria adhere to the cell membrane of the microvillous columnar epithelial cells, 
these epithelial cells form the physical barrier with 4 layers in their cytoplasms and physically 
exclude the adhering indigenous bacteria.  Furthermore, several host defense responses, that 
is the acceleration of the migration of epithelial cells or the transient secretion of bactericidal 
peptides from Paneth cells, are induced in the sites with the hyper-proliferation of indigenous 
bacteria in rat small intestine.  From these findings, some receptors for the detection of 
bacterial proliferation are speculated to be equipped on the villous surfaces.  However, it has 
not been clarified which receptors to detect the bacteria are existed on the villous surfaces in 
vivo.  Recently, Toll-like receptor (TLR) family has been introduced as receptors recognizing 
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), constituent of pathogens, such as bacteria, 
virus, protozoa or fungi.  The expression of TLRs in the mucosal epithelial cells of 
alimentary tract has been clarified with in vitro or molecular biological methods.  
Furthermore, soluble TLRs (sTLRs) have been detected in the various secretions, such as 
human saliva, breast milk or blood plasma, and are speculated to neutralize their ligands and 
inhibit the membranous TLR mediated recognition of PAMPs.  From these reports, 
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membranous and soluble TLRs are speculated to be coordinately involved in the recognition 
systems for the bacterial proliferation in the alimentary tract.  Therefore, this study focused 
on TLR-2, -4 and -9 which recognize the ligands from bacterial constituents and aims to 
clarify the regulation mechanisms of the settlement of indigenous bacteria from the aspect of 
TLRs-mediated recognition of indigenous bacteria. 
In chapter I, the expression of TLR-2, -4 and -9 on the mucosal epithelium in the 
small intestine was immunohistochemically investigated.  As a result, TLR-2, -4 and -9 were 
detected in the striated borders of the villous columnar epithelial cells from basal to apical 
portions of the intestinal villi in the duodenum, whereas only TLR-2 was detected in those in 
the jejunum and ileum.  Moreover, villous columnar epithelial cells whose striated borders 
were negative for TLR-2, were found in the apex of a part of intestinal villi throughout the 
small intestine.  Intestinal villi whose apices possessed TLR-2-negative striated borders were 
significantly more frequent in the group of ileal villi from the sites with the large settlements 
of indigenous bacteria than in the group of ones from the sites with scarce or no settlement of 
indigenous bacteria.  On the other hand, the adherence of indigenous bacteria was 
significantly more frequent in ileal villi with TLR-2-negative striated borders at the villous 
apices than in those without TLR-2-negative ones.  These findings suggest that duodenal 
TLRs might detect the TLR-ligands from the upper alimentary tract and monitor indigenous 
bacteria proliferation in the upper alimentary tract, that TLR-2 might also monitor the 
proliferation of colonized indigenous bacteria throughout the small intestine, and that the lack 
of TLR-2 at the villous apices probably contributes to the settlement of indigenous bacteria in 
the small intestine. 
In chapter II, the localization of TLR-2, -4 and -9 in the exocrine glands associated 
with the rat alimentary tract was immunohistochemically investigated to clarify the seretion 
sites of sTLRs and the involvement of sTLRs into the detection systems of bacterial 
proliferation in the mucosal epithelium of the alimentary tract.  Futhermore, the property of 
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indigenous bacteria which proliferate in the intervillous spaces was also investigated to 
discuss the significance of the TLRs-expression in the small intestine.  As a result, it was 
clarified that TLR-2 is probably secreted from sublingual gland, gustatory gland, extraorbital 
lacrimal gland, Hardarian gland, proper gastric gland, pancreas and intestinal crypts 
throughout intestine, that TLR-4 is probably secreted from gustatory gland, extraorbital 
lacrimal gland, Hardarian gland, proper gastric gland, pancreas and intestinal crypts 
throughout intestine and that TLR-9 is probably secreted from sublingual gland, gustatory 
gland, extraorbital lacrimal gland, Hardarian gland, proper gastric gland, pancreas and 
intestinal crypts throughout intestine.  Considering with the results in the chapter I, these 
findings suggest that sTLRs in the saliva, lacrimal fluid and gastric fluid probably neutralize 
certain quantities of their ligands from the indigenous bacteria settled in the upper alimentary 
tract and membranous TLRs on the duodenal villous columnar epithelial cells might detect 
their ligands only in the case of the hyper-proliferation of indigenous bacteria in the upper 
alimentary tract.  Next, Gram-stainability of indigenous bacteria in the intervillous spaces of 
the ileum was investigated.  As a result, Gram-positive bacterial colonies were significantly 
more abundant than Gram-negative bacterial colonies in the apical to middle portions of 
intervillous spaces of the ileum, whereas this significant difference disappeared in the basal 
intervillous portions.  These findings suggest that Gram-positive bacteria which possess the 
abundant peptidoglycan, TLR-2 ligands, on the surface of their cell walls, are excluded more 
easily than Gram-negative bacteria from the intervillous spaces by the host defense responses 
based on the TLR-2 mediated recognition system of the villous columnar epithelial cells in 
the ileum, that might be a factor to reverse the dominancy between the Gram-positive and 
-negative bacteria from the cranial to caudal alimentary tract.  Furthermore, the relationship 
between the seretion of sTLRs and the hyper-proliferation of indigenous bacteria in the ileum 
was investigated.  As a result, only TLR-4 was detected in the secretory granules of Paneth 
cells, and the reduction of TLR-4-positive secretory granules and the formation of 
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TLR-4-positive vacuoles were found in the ileal Paneth cells under the hyper-proliferation of 
indigenous bacteria.  These findings suggest that sTLR-4 is secreted transiently with various 
bactericidal peptides from Paneth cells in the site with the hyper-proliferation of indigenous 
bacteria, that sTLR-4 probably binds LPS released from the indigenous bacteria by the effects 
of various bactericidal peptides and that sTLR-4 probably modulates the excesive host 
response against the indigenous bacteria in the large intestine. 
In chapter III, the detailed settlement and proliferation sites of indigenous bacteria, 
the relationship between the detailed settlement manner of indigenous bacteria and the 
expression of TLR-2, -4 and -9 on the intestinal superficial epithelial cells, and the 
relationship between the invasion of indigenous bacteria into the intestinal crypt and the 
proliferation of epithelial cells were investigated in the rat ascending colon.  As a result, 
indigenous bacteria preferentially adhered to the intestinal superficial epithelial cells in the 
mesenterium-attached mucosa (MAM) compared to those in the mesenterium-non-attached 
mucosa (MNM).  Intestinal crypts with indigenous bacteria were also significantly more 
frequently found in MAM than in MNM.  Total epithelial cells and columnar epithelial cells 
were significantly more abundant in the intestinal crypts with numerous indigenous bacteria 
than in those with no indigenous bacteria in MAM, whereas goblet cells were not 
significantly diffentent between these intestinal cypts in MAM.  Columnar epithelial cells 
and goblet cells positive for proliferating cell nuclear antigen were significantly more 
abundant in the intestinal crypts with numerous indigenous bacteria than in those with no 
indigenous bacteria in MAM.  TLR-2, -4 and -9 were detected in the striated borders of the 
intestinal superficial epithelial cells, but their positive intensities were significantly weaker in 
MAM than in MNM.  From these findings, the settlement site of indigenous bacteria is 
confirmed to be preferentially on the intestinal superficial epithelial cells of MAM in the rat 
ascending colon, and the low membranous TLRs-expression might contribute to the 
preferential settlement of indigenous bacteria in MAM.  The increase of proliferating 
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epithelial cells is probably induced by the invasion of indigenous bacteria into the intestinal 
crypts of MAM, and the acceleration of mucus-secretion associated with the accelerated 
renewal of goblet cells might contribute to exclude the hyper-proliferated indigenous bacteria 
in the intestinal crypts of the rat ascending colon. 
In conclusion, the expression sites of membranous TLRs in the mucosal epithelium 
of the rat small intestine and the ascending colon and the possible secretion sites of sTLRs 
into the rat alimentary tract are clarified in this doctoral thesis.  Furthermore, this doctoral 
thesis also clarifies that sTLRs secreted from the exocrine glands probably inhibit the excess 
host defense response against indigenous bacteria proliferation in the rat alimentary tract, that 
intestinal epithelial cells probably provide the preferential settlement sites of indigenous 
bacteria by the down-regulation of membranous TLRs-expression, and that membranous 
TLRs-mediated host defense responses are probably induced only in the case of the 
hyper-proliferation of indigenous bacteria on the mucosal surfaces. 
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付図および付図説明  
 
 
 
 
略号  
 
AC: 上行結腸  
BC: 毛細血管  
C: 盲腸  
Ep:  上皮細胞  
L:  内腔  
M: 腸間膜  
MAM: 腸間膜付着部  
MAM-C: 腸間膜付着部の細菌を含まない腸陰窩  
MAM-C-B: 腸間膜付着部の細菌を多量に含む腸陰窩  
MF: 粘膜ヒダ  
MNM: 腸間膜非付着部  
MNM-C: 腸間膜非付着部の細菌を含まない腸陰窩  
PCNA: Proliferating cell nuclear antigen  
Si: 洞様毛細血管  
TC: 横行結腸  
TLR: Toll-like receptor  
 
図１  十二指腸の腸絨毛における TLR-2 の染色結果  
 
a）  十二指腸の腸絨毛全長における TLR-2 の発現  
TLR-2は腸絨毛基部から頂部にかけて絨毛円柱上皮細胞の線
条縁で陽性を示している。  
Bar=100 μm  
 
b）  腸絨毛先端の絨毛円柱上皮細胞における TLR-2 の欠損  
腸絨毛先端には線条縁が TLR-2 陰性を示す上皮細胞群がみ
られる (矢印 )。  
Bar=10 μm  
 
c）  腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞における TLR-2 の発現  
腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の遊離縁側の細胞質には
TLR-2 膜陽性の空胞が散見される (矢印 )。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
1a 1c 
1b 
図 2 十二指腸の腸絨毛における TLR-4 および -9 の染色結果  
 
a）  十二指腸の腸絨毛全長における TLR-4 の発現  
TLR-4は腸絨毛の基部から頂部にかけて絨毛円柱上皮細胞の
線条縁で陽性を示している。  
Bar=100 μm  
 
b）  腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞における TLR-4 陽性顆粒状物
質の局在  
腸絨毛の頂部の上皮細胞の細胞質には TLR-4 陽性の顆粒状
物質が散見される (矢印 )。  
Bar=10 μm  
 
c）  腸絨毛頂部における上皮直下の TLR-4 陽性顆粒状物質の局在  
 絨毛円柱上皮細胞直下の粘膜固有層中に TLR-4 陽性の顆粒
状物質がみられる (矢印 )。  
Bar=10 μm  
 
d）  腸絨毛頂部毛細血管における TLR-4 陽性顆粒状物質の局在  
 上皮直下の毛細血管内腔に TLR-4 陽性を示す顆粒状物質が
多数みられる (矢印 )。  
Bar=10 μm  
 
e）  十二指腸の腸絨毛全長における TLR-9 の発現  
 TLR-9 は腸絨毛の基部から頂部の絨毛円柱上皮細胞の線条縁
で陽性を示し，その陽性強度は腸絨毛の頂部に向かうにしたが
って強くなっている。  
 
Bar=100 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 3 空腸の腸絨毛における TLR-2 の染色結果  
 
a）  空腸の腸絨毛全長における TLR-2 の発現  
 TLR-2 は腸絨毛基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞
の線条縁で陽性を示し，その陽性強度は中部から頂部で強い。 
Bar=100 μm  
b）  腸絨毛先端における TLR-2 陰性の絨毛円柱上皮細胞  
 腸絨毛先端には線条縁が TLR-2 陰性を示す上皮細胞群がみ
とめられる (矢印 )。  
Bar=10 μm  
 
c）  腸絨毛頂部における TLR-2 陽性の絨毛円柱上皮細胞  
 腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の遊離縁側の細胞質には比
較的大型の TLR-2 膜陽性の空胞が散見される (矢印 )。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 4 空腸の腸絨毛における TLR-4 および -9 の染色結果  
 
a）  空腸の腸絨毛全長における TLR-4 の発現  
 腸絨毛の基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条
縁が TLR-4 陰性を示している。  
 
b）  空腸の腸絨毛全長における TLR-9 の発現  
 腸絨毛の基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条
縁が TLR-9 陰性を示している。  
 
Bar=100 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 5 回腸の腸絨毛における TLR-2 の染色結果  
 
a）  回腸の腸絨毛全長における TLR-2 の発現  
 腸絨毛基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条縁
が TLR-2 陽性を示し，その陽性強度は中部から頂部で強い。  
Bar=100 μm  
 
b）  腸絨毛頂部における TLR-2 陰性の絨毛円柱上皮細胞  
 腸絨毛先端には線条縁が TLR-2 陰性を示す上皮細胞がみと
められる (矢印 )。  
Bar=10 μm  
 
c）  腸絨毛先端の絨毛円柱上皮細胞における TLR-2 の発現  
 腸絨毛頂部の絨毛円柱上皮細胞の遊離縁側の細胞質には
TLR-2 膜陽性の空胞がみとめられる (矢印 )。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図6 腸絨毛先端におけるTLR-2陰性上
皮細胞の存在と常在細菌との定着の関係 
値は平均値±標準偏差を示す。 
＊: P <0.01 
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図 7 回腸の腸絨毛における TLR-4 および -9 の染色結果  
 
a）  回腸の腸絨毛全長における TLR-4 の発現  
 腸絨毛基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条縁
が TLR-4 陰性である。  
 
b）  回腸の腸絨毛全長における TLR-9 の発現  
 腸絨毛基部から頂部にかけての絨毛円柱上皮細胞の線条縁
が TLR-9 陰性である。  
 
Bar=100 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
 
7a 7b 
図 8 耳下腺における各種 TLR の染色結果  
 
a）  TLR-2  
介在導管の上皮細胞の細胞質が小胞状の TLR-2 陽性を示し
ているが (矢印 )，周囲の腺房細胞 (*)に陽性はみられない。  
 
b）  TLR-4  
 線条導管の上皮細胞の遊離縁側の細胞膜が TLR-4 陽性を示
すとともに (矢印 )，細胞質内で微顆粒状の陽性を示している (矢
頭 )。  
 
c）  TLR-9  
介在導管の上皮細胞の細胞質に小胞状の TLR-9 の陽性がみ
とめられるが (矢印 )，腺房細胞 (*)にはみられない。  
 
 
図 9 舌下腺における各種 TLR の染色結果  
 
a）  TLR-2 
 腺房細胞の分泌顆粒が TLR-2 で陽性を示している (矢印 )。  
 
b）  TLR-4  
 線条導管上皮細胞の細胞質内に微顆粒状の TLR-4 陽性がみ
とめられる (矢印 )。  
 
c）  TLR-9  
 腺房細胞の分泌顆粒が TLR-9 弱陽性を示している (矢印 )。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 10 味腺における各種 TLR の染色結果  
 
a）  TLR-2  
 腺房細胞の分泌顆粒が TLR-2 陽性を示している。  
 
b）  TLR-4  
 腺房細胞の分泌顆粒が TLR-4 陽性を示している。  
 
c）  TLR-9 
 腺房細胞の分泌顆粒が TLR-9 陽性を示している。  
 
図 11 眼窩外涙腺における各種 TLR の染色結果  
 
a）  TLR-2 
 腺房細胞の分泌顆粒が TLR-2 陽性を示している。  
 
b）  TLR-4 
 腺房細胞の分泌顆粒が TLR-4 陽性を示している。  
 
c）  TLR-9 
 腺房細胞の分泌顆粒が TLR-9 陽性を示している。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 12 ハーダー腺における各種 TLR の染色結果  
 
a）  TLR-2 
 腺腔内の内容物が TLR-2 陽性を示すが (矢印 )，腺房細胞に
陽性はみられない。  
 
b-c) TLR-4 
 一部の腺房細胞の細胞質が TLR-4 陽性を示すとともに (b，
矢印 )，腺腔内の内容物も陽性を示している (c，矢印 )。  
 
d)  TLR-9 
 腺腔内の内容物が TLR-9 陽性を示すが (矢印 )，腺房細胞に
陽性はみられない。  
 
図 13 胃底腺における各種 TLR の染色結果  
 
a）  TLR-2 の染色結果  
 腺底の主細胞の細胞膜 (矢印 )および腺腔の内容物 (矢頭 )が
TLR-2 陽性を示している。  
 
b）  TLR-4 の染色結果  
 腺体部の一部の主細胞の分泌顆粒が TLR-4 陽性を示してい
る (矢印 )。  
 
c）  TLR-9 の染色結果  
 腺体部の一部の主細胞の分泌顆粒が TLR-9 陽性を示してい
る (矢印 )。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 14 膵臓における各種 TLR の染色結果  
 
a）  TLR-2 
 腺腔の内容物が TLR-2 陽性を示している (矢印 )。  
 
b）  TLR-4 
 腺腔の内容物が TLR-4 陽性を示している (矢印 )。  
 
c）  TLR-9  
 腺腔の内容物が TLR-9 陽性を示している (矢印 )。  
 
図 15 肝臓における各種 TLR の染色結果  
 
a-b) TLR-4 の染色結果  
 肝細胞の細胞質には TLR-4 陽性の小胞が散見され，洞様毛
細血管周囲の細胞質内に集積している (a，矢印 )。また，星状
大食細胞の細胞膜にも陽性がみとめられる (b，矢印 )。  
 
c)   TLR-9 の染色結果  
 一部の肝細胞の細胞質がビ慢性の TLR-9 陽性を示してい
る (矢印 )。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 16 小腸腸陰窩における TLR-2 の染色結果  
 
a）  十二指腸の腸陰窩における TLR-2 の分布  
 一部の未分化上皮細胞の線条縁が TLR-2 陽性を示すととも
に (矢頭 )，腸陰窩内腔の内容物でも陽性を示している (矢印 )。  
  
b）  空腸の腸陰窩における TLR-2 の分布  
 未分化上皮細胞の線条縁が TLR-2 陽性を示すとともに (矢頭 )，
腸陰窩内腔の内容物でも陽性を示している (矢印 )。  
 
c）  回腸の腸陰窩における TLR-2 の分布  
 未分化上皮細胞の線条縁が TLR-2 陽性を示すとともに (矢頭 )，
腸陰窩内腔の内容物でも陽性を示している (矢印 )。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色 (a)またはメチルグリーン染色 (b,  c) 
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図 17 小腸腸陰窩における TLR-4 の染色結果  
 
a）  十二指腸の腸陰窩における TLR-4 の分布  
 未分化上皮細胞の線条縁が TLR-4 陽性を示すとともに (矢頭 )，
腸陰窩内腔の内容物も陽性を示している (矢印 )。  
 
b）  空腸の腸陰窩における TLR-4 の分布  
 TLR-4 は未分化上皮細胞の線条縁で陽性を示すとともに (矢
頭 )，一部のパネート細胞の細胞質内の分泌顆粒も陽性を示し
ている (矢印 )。  
 
c）  回腸の常在細菌の少ない部位の腸陰窩における TLR-4 の分布  
細胞質内に TLR-4 陽性顆粒を多数有するパネート細胞が存
在する (矢印 )。  
 
d）  回腸の常在細菌が過度に増殖した部位の腸陰窩における
TLR-4 の分布  
 パネート細胞の細胞質内の TLR-4 分泌顆粒の減少，TLR-4 膜
陽性の空胞 (矢頭 )がみられるとともに，腸陰窩の内腔の内容物
も陽性を示している (矢印 )。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色 (a, d)  
またはメチルグリーン染色 (b, c)  
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図 18 小腸腸陰窩における TLR-9 の染色結果  
 
a）  十二指腸の腸陰窩における TLR-9 の分布  
 腸陰窩の未分化上皮細胞，パネート細胞および腸陰窩の内腔
に TLR-9 の陽性がみられない。  
 
b）  空腸の腸陰窩における TLR-9 の分布  
 腸陰窩の未分化上皮細胞，パネート細胞および腸陰窩の内腔
に TLR-9 の陽性がみられない。  
 
c）  回腸の腸陰窩における TLR-9 の分布  
 未分化上皮細胞の線条縁 (矢頭 )が TLR-9 陽性を示すとともに，
腸陰窩内腔の内容物も陽性を示している (矢印 )。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：メチルグリーン染色  
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図 19 大腸腸陰窩における TLR-2 の染色結果  
 
a）  盲腸の腸陰窩における TLR-2 の分布  
 一部の杯細胞の分泌顆粒が TLR-2 陽性を示すとともに (矢印 )，
未分化上皮細胞の線条縁でも陽性を示している (矢頭 )。  
 
b）  上行結腸の粘膜ヒダ基部の腸陰窩における TLR-2 の分布  
 一部の杯細胞の分泌顆粒が TLR-2 陽性を示している (矢印 )。 
 
c）  下行結腸の腸陰窩における TLR-2 の分布  
 杯細胞の分泌顆粒は TLR-2 陰性を示し (矢印 )，未分化上皮細
胞の線条縁では陽性を示している (矢頭 )。  
 
d）  直腸の腸陰窩における TLR-2 の分布  
 杯細胞の分泌顆粒では陰性を示し (矢印 )，未分化上皮細胞の
線条縁では陽性を示している (矢頭 )。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色 (a, c, d)  
またはメチルグリーン染色 (b) 
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図 20 大腸腸陰窩における TLR-4 の染色結果  
 
a）  盲腸の腸陰窩における TLR-4 の分布  
 一部の杯細胞の分泌顆粒が TLR-4 陽性を示すとともに (矢印 )，
未分化上皮細胞の線条縁が陽性を示している (矢頭 )。  
 
b）  上行結腸の粘膜ヒダ基部の腸陰窩における TLR-4 の分布  
 一部の杯細胞の分泌顆粒が TLR-4 陽性を示している (矢印 )。 
 
c）  下行結腸の腸陰窩における TLR-4 の分布  
 杯細胞の分泌顆粒は TLR-4 陰性であるが (矢印 )，未分化上皮
細胞の線条縁が陽性を示している (矢頭 )。  
 
d）  直腸の腸陰窩における TLR-4 の分布  
 杯細胞の分泌顆粒は TLR-4 陰性であるが (矢印 )，未分化上皮
細胞の線条縁が陽性を示している (矢頭 )。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 21 大腸腸陰窩における TLR-9 の染色結果  
 
a）  盲腸の腸陰窩における TLR-9 の分布  
 一部の杯細胞の分泌顆粒が TLR-9 陽性を示すとともに (矢印 )，
未分化上皮細胞の線条縁でも陽性を示している (矢頭 )。  
 
b）  上行結腸の粘膜ヒダ基部の腸陰窩における TLR-9 の分布  
 一部の杯細胞の分泌顆粒が TLR-9 陽性を示している (矢印 )。 
 
c）  下行結腸の腸陰窩における TLR-9 の分布  
 杯細胞の分泌顆粒は TLR-9 陰性であるが (矢印 )，未分化上皮
細胞の線条縁は陽性を示している (矢頭 )。  
 
d）  直腸の腸陰窩における TLR-9 の分布  
 杯細胞の分泌顆粒は TLR-9 陰性であるが (矢印 )，未分化上皮
細胞の線条縁は陽性を示している (矢頭 )。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図22  ラットの消化管へのTLR-2, -4および-9の分泌 
 分泌物ですべてのTLRが陽性を示す。 
 分泌物ではすべてのTLRが陰性であるが，その他の構成要素で陽性を示す。 
 分泌物がTLR-2および-9陽性であり，そのほかの構成要素がTLR-4陽性を示す。 
 常在細菌の増殖時におけるPaneth細胞からの一過性のTLR-4の分泌。 
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図23 ラット回腸の腸絨毛間隙におけるグラム陽性菌（ ）およ
び陰性菌（ ）の出現数 
M 
MF MF 
MF MF 
MF MF 
図24 ラット上行結腸の横断像の模式図 
  腸間膜付着部(MAM) 
  腸間膜非付着部(MNM) 
図 25 上行結腸腸陰窩の一般組織像  
 
a)  MAM-C 
腸間膜付着部の内腔に常在細菌がみとめられない部位にお
ける腸陰窩の一般組織像。  
 
b)  MNM-C 
腸間膜非付着部の内腔に常在細菌がみとめられない部位に
おける腸陰窩の一般組織像。  
 
c)  MAM-C-B 
腸間膜付着部の内腔に常在細菌が多数みとめられる部位に
おける腸陰窩の一般組織像。腸表面上皮細胞上に多数の常在細
菌が存在しており (矢頭 )，腸陰窩の深部にまで連続してみとめ
られる (矢印 )。  
 
d)  MAM-C-B 
c)の四角で囲んだ部位の拡大像。腸陰窩の内腔には常在細菌
がみとめられる (矢頭 )。  
 
a-c) Bar=50 μm  
d) Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
 
25a 25b 25c 25d 
図 26 肉眼解剖学的所見  
 
a)  盲腸から横行結腸に至る部位の肉眼解剖像。上行結腸には斜め
に走行する粘膜ヒダの存在が外表面から確認できる。  
 
b)  上行結腸の内側面。腸間膜側から対腸間膜側へ向かって外後側
方向に斜走する粘膜ヒダが存在している。  
 
c)  上行結腸の対腸間膜側の内側面。粘膜ヒダの丈は対腸間膜側へ
向かうにつれて短くなり (白矢頭 )，最終的に消失している (黒
矢頭 )。粘膜ヒダ間には乳白色の不定形物質がみとめられる (矢
印 )。  
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図27 MAMおよびMNMにおける常在細菌
が存在する腸陰窩の相対出現頻度 
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図28 MAM-C( )，MNM-C( )およびMAM-C-B( )における
全上皮細胞，円柱上皮細胞および杯細胞の数 
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図29 MAM-C( )，MNM-C( )およびMAM-C-B( )の各10％
区間における全上皮細胞，円柱上皮細胞および杯細胞の数 
図 30 上行結腸の腸陰窩における PCNA の局在  
 
a)  MAM-C 
腸陰窩の中部から頂部にかけての上皮細胞の核に強い PCNA
陽性がみとめられる（矢頭）。  
 
b)  MNM-C 
腸陰窩の中部から頂部にかけての上皮細胞の核に強い PCNA
陽性がみとめられる（矢頭）。  
 
c)  MAM-C-B 
 腸陰窩の底部から頂部にかけての上皮細胞の核が PCNA陽性
を示し，特に腸陰窩の底部の上皮細胞の核に強い陽性がみとめ
られる（矢頭）。  
 
Bar=50 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図31 MAM-C( )，MNM-C( )およびMAM-C-B( )における
全PCNA陽性上皮細胞， PCNA陽性円柱上皮細胞および
PCNA陽性杯細胞の数 
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図32 MAM-C(×) およびMAM-C-B( )にお
ける全PCNA陽性上皮細胞と腸陰窩の深度と
の関係 
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図33 MAM-C( )，MNM-C( )およびMAM-C-B( )の各10％
区間におけるPCNA陽性打円柱上皮細胞およびPCNA陽性杯
細胞の相対頻度 
図 34 上行結腸の腸表面上皮細胞における各種 TLR の染色結果  
 
a, b) TLR-2 
MNM の腸表面上皮細胞の線条縁には TLR-2 の強い陽性
がみとめられるのに対し (b)，MAM の腸表面上皮細胞の線
条縁は非常に弱い陽性を示している (a)。  
 
c, d) TLR-4 
MNM の腸表面上皮細胞の線条縁には TLR-4 の強い陽性
がみとめられるのに対し (d)，MAM の腸表面上皮細胞の線
条縁は非常に弱い陽性を示している (c)。  
 
e, f)  TLR-9 
MNM の腸表面上皮細胞の線条縁には TLR-9 の強い陽性
がみとめられるのに対し (f)，MAM の腸表面上皮細胞の線条
縁は非常に弱い陽性を示している (e)。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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